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Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass natürliche Killerzellen (NK)-Zellen in der 
Lage sind, durch Apoptose-Induktion in aktivierten hepatischen Sternzellen anti-fibrotisch 
zu wirken. Allerdings blieb die Rolle von humanen NK-Zellen bei der Fibroseprogression 
weiterhin unklar. Darüber hinaus fehlen Untersuchungen, in wieweit sich eine Hepatitis C-
Virus (HCV)-Infektion auf die anti-fibrotische Aktivität von NK-Zellen auswirkt, obwohl 
Infektionen mit HCV zu den häufigsten Ätiologien einer Leberfibrose gehören. Um dies zu 
klären, wurden NK-Zellen aus gesunden Spendern und HCV-Patienten mit primären 
aktivierten hepatischen Sternzellen koinkubiert und anschließend der Anteil der 
apoptotischen Sternzellen durchflusszytometrisch mittels intrazellulärer aktiver Caspase-3 
Färbung ermittelt. 
Anhand dieser Experimente konnte gezeigt werden, dass NK-Zellen aus HCV-Patienten 
im Vergleich zu NK-Zellen aus gesunden Probanden effektiv Apoptose in primären 
aktivierten hepatischen Sternzellen auslösen. Dabei korrelierte die anti-fibrotische NK-
Zell-Aktivität invers mit dem Fibrosegrad des Patienten, da NK-Zellen aus HCV-Patienten 
mit einer geringen Leberfibrose deutlich effektiver Apoptose in hepatischen Sternzellen 
induzierten als NK-Zellen aus Patienten mit einer fortgeschrittenen Fibrose. Zusätzlich 
ergaben Blockierungsexperimente eine wichtige Rolle von NKG2D, TRAIL und FasL bei der 
NK-Zell-vermittelten Apoptose-Induktion in hepatischen Sternzellen, wobei weitere 
Faktoren involviert sein dürften. Zudem induzierten NK-Zellen aus Interferon-α 
therapierten Patienten am effizientesten Apoptose in hepatischen Sternzellen. Im 
Einklang mit dieser Beobachtung führte die in vitro Stimulation von NK-Zellen mit 
rekombinantem Interferon-α zu einer gesteigerten anti-fibrotischen NK-Zell-Aktivität, die 
durch eine Hochregulation von TRAIL vermittelt wurde.  
Somit konnte nachgewiesen werden, dass auch humane NK-Zellen eine anti-
fibrotische Aktivität besitzen und eine wichtige Rolle bei der Modulation der HCV-
induzierten Leberfibrogenese spielen. 
 
Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden die Auswirkungen einer HIV/HCV-Koinfektion auf 
die Fibroseprogression untersucht, da infolge der zusätzlichen HIV-Infektion die HCV-




monoinfizierten Patienten. In diesem Zusammenhang deckten eine ganze Reihe von 
epidemiologischen Studien auf, dass eine geringe CD4+ T-Zellzahl mit einem 
fortgeschrittenen Fibrosestadium assoziiert ist. Des Weiteren entwickelt sich die Fibrose 
bei Patienten mit niedrigen CD4+ T-Zellzahlen deutlich schneller, als bei Patienten mit 
einer physiologisch normalen CD4+ T-Zellzahl. Allerdings war bisher völlig unklar, welche 
Rolle die CD4+ T-Zellen bei der Modulation der Leberfibrose einnehmen. 
Um dieser Fragestellung nachzugehen, wurden NK-Zellen mit dem Überstand von 
CD3/CD28 aktivierten CD4+ T-Zellen stimuliert und anschließend mit primären aktivierten 
hepatischen Sternzellen koinkubiert. Die nachfolgende Analyse der apoptotischen 
Sternzellen ergab, dass CD4+ T-Zellen in der Lage sind, über eine IL-2 abhängige 
Hochregulation von NKG2D, die anti-fibrotische Aktivität von NK-Zellen zu stimulieren. 
Darüber hinaus wurde beim Vergleich von CD4+ T-Zellen aus gesunden und HCV-
infizierten Probanden eine gestörte IL-2 Sekretion bei CD4+ T-Zellen infolge einer 
HIV/HCV-Koinfektion beobachtet, die in vitro mit einer verminderten Stimulation der anti-
fibrotischen NK-Zell-Aktivität einherging.  
Daher könnte der HIV-assoziierte Verlust von CD4+ T-Zellen sowie die reduzierte IL-2 
Sekretion zu einer beschleunigten Fibroseprogression bei einer HIV/HCV-Koinfektion 
beitragen. Außerdem konnte damit erstmalig eine mögliche Erklärung geliefert werden, 






1.1. Die Hepatitis C-Virus-Infektion 
Seit der Erstbeschreibung des Hepatitis C-Virus (HCV) im Jahre 1989 als Erreger einer 
non-A, non-B Hepatitis ist das Virus zunehmend als ein globales Gesundheitsproblem 
erkannt worden1. Die WHO geht mittlerweile davon aus, dass 130 - 180 Millionen 
Menschen mit dem Hepatitis C-Virus infiziert sind2. Wie der Name bereits andeutet  
zeichnet sich eine Infektion mit dem Hepatitis C-Virus durch eine Entzündung der Leber 
aus, da hauptsächlich Hepatozyten von dem Virus infiziert und zur Replikation genutzt 
werden. 
Die Transmission des Hepatitis C-Virus erfolgt in den meisten Fällen durch 
parenteralen Blutkontakt infolge von verunreinigten Bluttransfusionen oder durch die 
Verwendung von kontaminierten Spritzen bei Drogenkonsum. Mit der Einführung des 
HCV-Screenings bei Blutspenden Anfang der 90er Jahre ist eine Transfusions-assoziierte  
Neuinfektion in Deutschland  aber mittlerweile sehr selten. Darüber hinaus zählt eine 
sexuelle Transmission, die bevorzugt bei MSM (engl. men who have sex with men) 
auftritt, zu den wichtigen Übertragungswegen. Allerdings bleibt in vielen Fällen die 
Ursache der Neuinfektion unbekannt3. 
Die ersten Wochen nach einer Infektion mit dem Hepatitis C-Virus sind meist mit 
grippeähnlichen Symptomen assoziiert oder verlaufen sogar komplett ohne Beschwerden. 
In dieser „akuten“ Phase der HCV-Infektion entscheidet sich, ob das wirtseigene 
Immunsystem in der Lage ist, das Virus zu eliminieren oder ob die Infektion einen 
„chronischen“ Verlauf annimmt. Dabei wird von einer chronischen HCV-Infektion 
gesprochen, wenn sechs Monate nach der Neuinfektion weiterhin Viren im Blut des 
Patienten nachgewiesen werden können4. Im Allgemeinen zeichnet sich eine HCV-
Infektion durch eine hohe Chronifizierungsrate aus. So ist bei 50 - 80 % der akuten HCV-
Patienten mit einem chronisch Verlauf der Infektion zu rechnen5,6. 
Ebenso wie in der akuten Phase verläuft die chronische HCV-Infektion in den ersten 
Jahren meist ohne größere Beschwerden für den Patienten. Allerdings führt die 
dauerhafte Entzündungsreaktion infolge der HCV-Infektion zu einem kontinuierlichen 




Leberzirrhose entwickeln können7. Treten neben der HCV-Infektion weitere 
Risikofaktoren wie übermäßiger Alkoholkonsum, fortgeschrittenes Alter, männliches 
Geschlecht oder eine Koinfektion mit HIV oder HBV auf, führt dies zu einer deutlich 
schnelleren Fibroseprogression6. Außerdem steigt das Risiko für ein hepatozelluläres 
Karzinom (HCC), je länger die HCV-Infektion persistiert8. In beiden Fällen kommt es mit 
der Zeit zu einem kompletten Leberversagen, dessen einzige klinische Behandlungsoption 
eine Lebertransplantation ist9. 
1.1.1. Das Hepatitis C-Virus 
Das Hepatitis C-Virus ist ein 50 nm großes, behülltes Virus mit einer Einzelstrang-RNA 
als Genom. Es gehört zur Familie der Flaviviridae innerhalb der Gattung Hepacivirus10,11. 
Aufgrund der genetischen Instabilität des RNA-Genoms lassen sich 6 Genotypen des 
Hepatitis C-Virus unterscheiden, die weiterhin in mindestens 30 Subtypen unterteilt 
werden können12,13. Dabei unterscheiden sich die einzelnen Genotypen hinsichtlich der 
geografischen Verteilung14. So ist in Deutschland besonders der Genotyp 1 vertreten, der 
durch eine hohe Chronifizierungsrate und ein schlechtes Therapieansprechen 
gekennzeichnet ist15–17. 
1.1.2. Therapie 
Im Gegensatz zu einer Hepatitis A- oder B-Infektion steht für die Hepatitis C-Infektion 
keine Impfung als präventive Maßnahme zur Verfügung. 
Zur Behandlung einer HCV-Infektion hat sich seit vielen Jahren eine 
Kombinationstherapie aus pegyliertem Interferon-α (IFN-α) und Ribavirin (RBV) 
durchgesetzt, deren Therapieerfolg aber stark vom HCV-Genotyp abhängt und häufig mit 
starken Nebenwirkungen verbunden ist15,16. Darüber hinaus sind seit kurzem Protease-
Inhibitoren auf dem Markt, deren Wirkung auf der spezifischen Hemmung der HCV-
Protease beruhen und in Form einer Triple-Therapie mit  IFN-α und RBV verabreicht 
werden18. Interessanterweise führen weder eine spontane Ausheilung noch ein 
erfolgreiches Therapieansprechen zu einer protektiven Immunisierung, so dass eine 





1.2. Koinfektion mit dem humanen Immundefizienz-Virus 
Unter den weltweit 40 Millionen HIV-Infizierten gibt es schätzungsweise 5 - 7 
Millionen Menschen, die eine Koinfektion mit dem Hepatitis C-Virus aufweisen. Aufgrund 
der gemeinsamen Transmissionswege von HCV und HIV sind vor allem 
Drogenkonsumenten, Hämophilie-Patienten und Empfänger von Bluttransfusionen von 
einer HIV/HCV-Koinfektion betroffen19–21. Im Gegensatz zu HCV  wird HIV aber in den 
meisten Fällen durch ungeschützten Sexualkontakt übertragen.  
1.2.1. Die HIV-Infektion /AIDS 
Das humane Immundefizienz-Virus (HIV) wurde 1983 als Auslöser der erworbenen 
Immunschwäche AIDS (engl. acquired immune deficiency syndrome) identifiziert, die 
bereits zwei Jahre zuvor bei einer Gruppe homosexueller Männer beschrieben wurde22,23. 
Das Virus befällt insbesondere CD4+ T-Helferzellen, da es das CD4 Molekül als Rezeptor 
zum Eintritt in die Zelle nutzt24,25. Durch den Verlust der für die adaptive Immunantwort 
essentiellen CD4+ T-Zellen kommt es zu der erworbenen Immunschwäche AIDS, die durch 
eine Reihe von opportunistischen Infektionen in Erscheinung tritt. Allerdings ist AIDS 
durch eine lange Latenzzeit charakterisiert, so dass im Durchschnitt elf Jahre vergehen, 
bis es zu einem Ausbruch der Erkrankung kommt26.  
Mit der Einführung der ersten Medikamente gegen HIV Ende der 80iger Jahre gelang 
es, die Überlebenszeit der HIV-Patienten kontinuierlich zu steigern. Mittlerweile stehen 
eine ganze Reihe von verschiedenen Medikamenten zur Verfügung, die in Form einer 
Kombinationstherapie verabreicht werden und als ART (antiretrovirale Therapie) oder 
HAART (hoch aktive antiretrovirale Therapie) bezeichnet werden.  
1.2.2. Das humane Immundefizienz-Virus 
Das humane Immundefizienz-Virus (HIV) ist von einer Lipoproteinhülle umgeben und 
hat einen Durchmesser von 100 - 120 nm. Es gehört zur  Familie der Retroviren innerhalb 
der Gattung der Lentiviren und besitzt ein Genom aus zwei Einzelstrang-RNA Molekülen. 
Mit Hilfe der reversen Transkriptase, die charakteristisch für alle Retroviren ist, werden 





Aufgrund von genomischen Unterschieden lassen sich zwei Subtypen des HI-Virus 
unterscheiden, die als HIV-1 und HIV-2 bezeichnet werden und in weitere Untergruppen 
unterteilt werden können28,29. Allerdings ist HIV-1 virulenter und macht daher den 
Großteil der weltweiten Infektionen aus30. 
1.2.3. Einfluss einer HIV-Infektion auf die HCV-Infektion 
Eine Koinfektion mit HIV scheint jede Phase einer HCV-Infektion negativ zu 
beeinflussen31. So fanden viele Studien eine erhöhte HCV-Viruslast bei Patienten mit einer 
HIV-Koinfektion32,33, dessen Ursache in einer längeren Halbwertzeit der HCV-Virionen 
durch eine reduzierte Immunantwort infolge der HIV-Infektion liegen könnte31. Damit 
einhergehend konnten Patienten mit einer HIV-Infektion eine zusätzliche  HCV-Infektion 
weniger häufig spontan ausheilen als Patienten mit einer HCV-Monoinfektion34,35. 
Besonders auffallend ist allerdings die beschleunigte Progression der Leberfibrose die 
bei  HIV/HCV-koinfizierten Patienten beobachtet wird36–38. So vergehen bei einer HCV-
Monoinfektion im Durchschnitt 23 Jahre, bis der Patient eine Leberzirrhose entwickelt, 
während eine Koinfektion mit HIV diesen Zeitraum auf 7 Jahre verkürzt39. Darüber hinaus 
steigt das Risiko für ein hepatozelluläres Karzinom40. Als Ursachen für die raschere 
Fibroseprogression bei einer HIV/HCV-Koinfektion kommen verschiedene Faktoren in 
Frage. Zum einen scheint HIV eine direkte pro-fibrotische Wirkung zu besitzen, da es in 
der Lage ist, hepatische Sternzellen zu infizieren. Diese produzieren daraufhin vermehrt 
Kollagen I und schütten pro-inflammatorische Zytokine aus, wodurch die beschleunigte 
Fibroseprogression infolge einer Koinfektion mit HIV erklärt werden könnte41–43. Zum 
anderen scheint die HIV-assoziierte Immunsuppression aufgrund des CD4+ T-Zell-
Verlustes ebenfalls eine entscheidende Rolle zu spielen. Eine ganze Reihe von 
epidemiologischen Studien fand heraus, dass eine niedrige CD4+ T-Zellzahl bei HIV/HCV-
koinfizierten Patienten mit einem fortgeschrittenen Fibrosegrad assoziiert ist. Zusätzlich 
entwickelt sich die Fibrose bei Patienten mit niedrigen CD4+ T-Zellzahlen deutlich 







1.3. Hepatische Sternzellen 
Hepatische Sternzellen wurden bereits im Jahre 1876 von Karl Wilhelm Kupffer als 
Vitamin A speichernde Zellen beschrieben und waren lange Zeit unter den Synonymen 
Ito-Zellen, Lipozyten, perisinusoidale Zellen oder Fettspeicherzellen bekannt, bevor man 
sich auf den Begriff „hepatische Sternzellen“ einigte53. Allerdings rückten die Sternzellen 
erst vor knapp 25 Jahren in den Fokus der Wissenschaft, da man erkannte, welche 
vielfältigen Funktionen diese Zellen in der Leber ausüben54.  
Hepatische Sternzellen (HSC) sind mesenchymale Zellen, die in dem sub-endothelialen 
Raum (auch Disseschen Raum), zwischen der basolateralen Oberfläche der Hepatozyten 
und der anti-luminalen Seite von sinusoidalen endothelialen Zellen, liegen (siehe   
Abbildung 1) und etwa 3 – 6 % der hepatischen Zellen ausmachen55,56. 
 
 
  Abbildung 1 zeigt die Lokalisation von hepatischen Sternzellen in der 
  Leber (verändert nach Bataller und Brenner)57. 
 
Die Hauptfunktionen von HSC in der gesunden Leber umfassen die Speicherung von 
Vitamin A in Form von charakteristischen zytoplasmatischen Tröpfchen58 sowie der 
Regulation des hepatischen Blutflusses59 und der Aufrechterhaltung der extrazellulären 
Matrix60. Dieser ruhende Zustand bleibt so lange bestehen, bis die HSC aufgrund einer 
Verletzung der Leber in einen aktivierten, Myofibroblasten-ähnlichen Phänotyp 
differenzieren. Dabei stellen die häufigsten Ursachen für eine Leberschädigung 
chronische Entzündungsreaktionen dar, die infolge von Alkoholmissbrauch, 





Durch die Aktivierung der HSC kommt es zu einer ganzen Reihe von phänotypischen 
Veränderungen. Dazu zählen ins besonders eine starke Proliferations- und Kontraktions-
kapazität sowie der Verlust des Vitamin A. Darüber hinaus sezernieren aktivierte HSC 
große Mengen an Kollagen, Matrixmetalloproteinasen (MMP) sowie TIMPs (engl. tissue 
inhibitors of metalloproteinases), so dass es zu einem Umbau der extrazellulären Matrix 
innerhalb der Leber kommt57,61,62. Aufgrund dieser Eigenschaften werden aktivierte HSC 
als eine der Hauptursache für die Entstehung einer Leberfibrose/-zirrhose angesehen, da 
durch die exzessive Ablagerung von Kollagen und dem Umbau der extrazellulären Matrix 
die ursprüngliche Leberarchitektur mit der Zeit komplett zerstört wird63. Dieser Prozess ist 
allerdings bis zu einem gewissen Grad reversibel, sobald die Ursache der Leberschädigung 
beseitigt wurde. Es wird angenommen, dass durch Apoptose-Induktion in aktivierten HSC 
sowie die Rückkehr von aktivierten HSC in den ruhenden Zustand die übermäßige 
Produktion von Kollagen gestoppt wird, so dass die Leber regenerieren kann54,64,65. 
1.4. Natürliche Killerzellen 
Natürliche Killerzellen (NK-Zellen) wurden erstmals im Jahre 1975 als Zellen des 
angeborenen Immunsystems beschrieben, deren Aufgabe im Abtöten von Tumor- sowie 
Virus-infizierten Zellen  besteht66,67. Seitdem sind eine ganze Reihe weiterer NK-Zell-
Funktionen entdeckt worden, wobei die Immunregulation durch Zytokinsekretion 
besonders hervorzuheben ist. 
Im Menschen machen NK-Zellen 5 – 20 % der peripheren Blutlymphozyten aus. 
Allerdings findet man in manchen Organen eine starke Akkumulation von NK-Zellen, so 
dass z.B. in der Leber bis zu 50 % der Lymphozyten NK-Zellen sind68. 
NK-Zellen werden gewöhnlich anhand der CD56-Expression und dem Fehlen des CD3- 
Moleküls von den anderen Zellen der Lymphozytenpopulation unterschieden69,70. Die 
CD56(+), CD3(-) NK-Zellen werden dabei weiterhin in zwei Subpopulationen unterteilt, 
den CD56bright und den CD56dim NK-Zellen. Allerdings gibt es einige Studien, die neben 
CD56bright und CD56dim noch eine dritte NK-Zell-Population beschreiben, die durch ein 
Fehlen der CD56-Expression gekennzeichnet ist und daher als CD56neg bezeichnet wird 71. 
Diese Subpopulation findet man vor allem bei Patienten mit einer chronischen 




nur in sehr geringem Umfang vorkommen72–74. Dennoch beschränken sich die meisten 
Studien auf die klassische Einteilung in CD56bright und CD56dim NK-Zellen, da bisher eine 
genaue Definition der CD56neg NK-Zellen fehlt75. 
Neben der unterschiedlichen CD56-Expression variieren die beiden Subpopulationen 
auch  hinsichtlich ihrer Eigenschaften und Funktionen. So stellen CD56bright Zellen mit 10 % 
den weitaus kleineren Anteil peripheren NK-Zellen dar, wohingegen 90 % der NK-Zellen 
den CD56dim Phänotypen besitzen76,77. Dabei wird angenommen, dass die CD56bright NK-
Zellen den unreiferen Phänotypen besitzen und im Laufe der Zeit in CD56dim NK-Zellen 
differenzieren78. 
Im Allgemeinen wird die Hauptfunktion von unstimulierten CD56bright NK-Zellen in der 
Immunregulation durch Zytokinsekretion gesehen, während CD56dim NK-Zellen eher ein 
zytotoxisches Potential aufweisen78. Allerdings zeigte sich schnell, dass diese einfache 
Betrachtungsweise der komplexen NK-Zell-Antwort nicht gerecht wird, da Zytokine oder 
die Art der Zielzelle einen enormen Einfluss auf die Funktionen von CD56bright und CD56dim 
NK-Zellen haben. So führt die Behandlung mit IL-2 beispielsweise zu einer stärkeren 
zytotoxischen Reaktion der CD56bright NK-Zellen, da diese konstitutiv den hochaffinen IL-2 
Rezeptor exprimieren, während die CD56dim NK-Zellen den intermediäraffinen IL-2 
Rezeptor besitzen und daher weniger stark durch IL-2 aktiviert werden79,80. 
1.4.1. Regulation der NK-Zell-Funktion 
Die Regulation der NK-Zell-Funktionen erfolgt durch eine Reihe unterschiedlicher 
inhibitorischer und aktivierender Rezeptoren, die auf der Oberfläche exprimiert werden.  
Zu den wichtigsten inhibitorischen Rezeptoren zählen die KIRs (engl. killer cell 
immunglobulin like receptors) und NKG2A, welche die klassischen bzw. nicht klassischen 
MHC-I Moleküle wie HLA-E auf einer Zelle erkennen81. Allerdings liefern die KIRs 
aktivierende Signale an die NK-Zelle, wenn eine Zielzelle wenige oder keine MHC-I 
Moleküle besitzt, wie es bei Tumorzellen oder Virus-infizierten Zellen häufig der Fall ist. 
Dieses Phänomen wurde als „missing self“ Hypothese bekannt und führt zum Abtöten der 
Zielzelle82. 
Die bekanntesten aktivierenden Rezeptoren umfassen die NCRs (engl. natural 
cytotoxicity receptor), wie NKp30, NKp44 oder NKp46 sowie die zur Gruppe der Lektin-




vielfältig und teilweise noch unbekannt, während NKG2D an die auch als Stressliganden 
bekannten ULBP1-6 (UL16 bindendes Protein 1-6) und MICA bzw. MICB bindet. Darüber 
hinaus besitzen 90 % der NK-Zellen den Fcγ-Rezeptor III (CD16), der den Fc-Teil von 
gebundenen Antikörpern erkennt und zu einer Aktivierung der NK-Zellen führt. Dieser 
Mechanismus wird als ADCC (engl. antibody dependent cell-mediated cytotoxicity) 
bezeichnet81,83,84. 
Die Entscheidung, ob eine NK-Zelle aktiviert wird, hängt daher von der Liganden-
zusammensetzung auf der Oberfläche der Zielzelle ab. Überwiegen die aktivierenden 
Signale werden Granzym und Perforin von der NK-Zelle sezerniert, die in zytotoxischen 
Granula gespeichert sind. Dabei permeabilisiert Perforin die Plasmamembran der 
Zielzelle, so dass die Granzym-Enzyme in die Zelle gelangen können, um dort den 
Apoptoseprozess durch proteolytische Spaltung der Procaspasen einzuleiten. Des 
Weiteren werden Zytokine wie Interferon-γ oder TNFα von der NK-Zelle freigesetzt83. 
Neben dem Perforin/Granzym vermittelten Mechanismus können NK-Zellen aber auch 
über den extrinsischen Signalweg den Apoptoseprozess in Zellen initiieren. So bewirkt die 
Stimulation mit IFN-α, dass NK-Zellen den Todesliganden TRAIL (engl. TNF-related 
apoptosis-inducing ligand) hochregulieren85. Dadurch können NK-Zellen Apoptose in den 
Zellen induzieren, die den TRAIL-Rezeptor I oder II besitzen86. Zusätzlich können weitere 
Todesliganden wie FasL nach Zytokinstimulation exprimiert werden87. 
1.4.2. Einfluss einer HCV-Infektion auf NK-Zellen 
Im Allgemeinen beschränken sich Studien über den Einfluss einer HCV-Infektion auf 
den NK-Zell-Phänotyp und die Funktion in der chronischen Phase einer HCV-Infektion, da 
der genaue Zeitpunkt der Ansteckung infolge der meist unspezifischen Symptome 
unbekannt ist und gewöhnlich länger zurück liegt. Allerdings sind auch Studien über NK-
Zellen in der chronische HCV-Infektion dahingehend limitiert, das größtenteils periphere 
NK-Zellen untersucht werden, während Daten zu intrahepatischen NK-Zellen aufgrund der 
begrenzten Verfügbarkeit von humanem Lebergewebe selten sind. 
Die bisherigen Studien deckten dabei eine ganze Reihe von funktionellen und 
phänotypischen Veränderungen bei NK-Zellen infolge einer HCV-Infektion auf, die 
allerdings teilweise sehr kontrovers diskutiert werden88,89. So fanden die meisten 




gesteigerten NK-Zell-Zytotoxizität führt, die wahrscheinlich  durch IFN-α und weitere 
Zytokine vermittelt wird, welche von HCV-infizierten Hepatozyten sezerniert werden90–93. 
Im Gegensatz dazu wurde eine verringerte IFN-γ Sekretion bei NK-Zellen aus HCV-
infizierten Patienten beobachtet. Da IFN-γ wichtig für die Hemmung der Virusreplikation 
ist, könnte dies eine Erklärung sein, dass trotz gesteigerter NK-Zell-Zytotoxizität die HCV-
Infektion nicht erfolgreich bekämpft werden kann91,94. Allerdings zeigt eine aktuelle 
Studie eine verminderte intrahepatische NK-Zell-Zytotoxizität und TRAIL-Expression bei 
einer HCV-Infektion95. 
Neben der phänotypischen Veränderungen führt eine HCV-Infektion auch zu einer 
Abnahme der intrahepatischen NK-Zell-Frequenz, die umso stärker ausfällt, je weiter die 
Leberfibrose fortgeschritten ist96,97.  
1.4.3. Anti-fibrotische Aktivität von NK-Zellen 
Die Bedeutung  von NK-Zellen bei der Fibroseprogression konnte erstmals im 
Mausmodell nachgewiesen werden, wo NK-Zellen durch Apoptose-Induktion in 
aktivierten HSC anti-fibrotisch wirkten. Dabei spielten der aktivierende NK-Zell-Rezeptor 
NKG2D, der Todesligand TRAIL sowie IFN-γ eine entscheidende Rolle98–104. Allerdings 
waren die NK-Zellen nur in der Lage, früh aktivierte HSC abzutöten, während in ruhenden 
und voll aktivierten HSC keine Apoptose induziert wurde. Dies könnte mit dem Abbau des 
Vitamin A im Zusammenhang stehen, da hierdurch die Expression der NKG2D-Liganden 
REA-1 (engl. retinoic acid inducible gene 1) induziert wird. Durch den Verlust des Vitamin 
A wird auf voll aktivierten HSC kein REA-1 exprimiert, so dass die NK-Zellen nicht mehr 
aktiviert werden101. 
Eine anti-fibrotische Aktivität für humane NK-Zellen konnte etwas später 
nachgewiesen werden. In Koinkubationsversuchen mit primären aktivierten HSC waren 
humane NK-Zellen ebenfalls in der Lage, Apoptose induzieren93,105–108. 
1.5. CD4+ T-Zellen 
CD4+ T-Zellen oder auch T-Helferzellen sind Teil des adaptiven Immunsystems und 
stellen mit 30 – 50 % die größte Population der peripheren Blutlymphozyten dar. 
Zusammen mit den zytotoxischen CD8+ T-Zellen machen die CD4+ T-Zellen den Großteil 




Dieser dient zur Erkennung von Antigenen, die durch den MHC-Komplex präsentiert 
werden. Aufgrund der somatischen Rekombination besitzt jede T-Zelle einen anderen T-
Zell-Rezeptor, der ein Antigen spezifisch bindet. 
Wie der Name bereits andeutet, spielen T-Helferzellen eine wichtige Rolle bei der 
Immunantwort, da sie diese auf entscheidende Weise modulieren können. So 
unterstützen CD4+ T-Zellen die Antikörpersynthese in B-Zellen, induzieren eine starke 
antimikrobielle Antwort bei Makrophagen, locken Eosinophile, Neutrophile und Basophile 
zum Ort der Infektion und regulieren die Immunantwort mit Hilfe von verschiedenen 
Zytokinen und Chemokinen109. 
Diese vielfältigen Funktionen können allerdings nur erreicht werden, da naive CD4+ T-
Zellen zu unterschiedlicher Effektorzellen differenzieren können. Bereits Mitte der 80iger 
Jahre wurden zwei CD4+ T-Zell-Populationen beschrieben, die verschiedene Zytokinprofile 
aufwiesen und als Th1- und Th2-Zellen bezeichnet wurden110,111. Dabei entscheidet neben 
dem Zytokinmilieu am Entzündungsort auch die Art der kostimulatorischen Faktoren, in 
welche Subpopulation sich die naiven CD4+ T-Zellen nach der Aktivierung 
differenzieren112,113. 
Die Hauptfunktion von Th1 Zellen besteht darin, die Immunantwort gegen 
intrazelluläre Pathogene durch die Synthese von IFN-γ und IL-2 zu verstärken, während 
Th2-Zellen für die Bekämpfung von extrazellulären Parasiten und für eine effektive B-Zell-
Reaktion besonders wichtig sind und Zytokine wie IL-4, IL-5, IL-10 produzieren110,114–116. 
Mittlerweile sind weitere Subpopulationen von CD4+ T-Zellen beschrieben worden, deren 
bekannteste Vertreter die Th17-Zellen und die induzierten regulatorischen T-Zellen (iTreg) 
sind. Die Besonderheit der iTregs ist, dass diese immunsupprimierende Funktionen 
besitzen und damit Autoimmunreaktionen verhindern117. 
1.6. Zytokine 
1.6.1. Interleukin-2 
Interleukin-2 (IL-2) wurde vor mittlerweile mehr als 30 Jahren zum ersten Mal 
beschrieben und aufgrund der Wirkungsweise als T-Zell-Wachstumsfaktor bezeichnet118. 




geringerem Umfang von aktivierten CD8+ T-Zellen produziert. Daneben gelten aktivierte 
dendritische Zellen, NK-Zellen und NKT-Zellen als Quelle von IL-2119.  
Das Wirkungsspektrum von IL-2 umfasst eine ganze Reihe von verschiedenen 
Zelltypen, zu denen T-Zellen aber auch NK-Zellen gehören. Bei aktivierten T-Zellen sorgt 
IL-2 für eine starke Proliferation und dient als Überlebenssignal, während NK-Zellen 
ebenfalls mit  einer vermehrten Zellteilung auf IL-2 reagieren. Darüber hinaus führt die 
Behandlung mit IL-2 zu einer Aktivierung der NK-Zellen, so dass diese zytotoxischer auf 
Zielzellen reagieren79,120,121. 
1.6.2.  Interferon-α 
Interferon-α (IFN-α) gehört zusammen mit IFN-β zu den Typ 1 Interferonen, die 
bereits im Jahre 1957 entdeckt wurden und aufgrund der Fähigkeit, die virale Replikation 
zu beeinträchtigen (engl. to interfere), als Interferon bezeichnet wurden122. Neben der 
anti-viralen Wirkung aktiviert IFN-α aber auch Zellen des Immunsystems, zu denen T-, B- 
und NK-Zellen gehören123. Die Synthese von IFN-α wird durch die Bindung von 
konservierten pathogenen Strukturen an bestimmte Rezeptoren den PRRs (engl. pattern 
recognition receptor) induziert. Dabei sind fast alle humanen Zelltypen in der Lage, Typ I 
Interferone zu bilden124. 
1.7. Apoptose 
Der Begriff „Apoptose“ wurde erstmals im Jahr 1972 von Kerr und Kollegen benutzt, 
um das Phänomen des programmierten Zelltodes zu beschreiben, der bei einer ganzen 
Reihe von verschiedenen physiologischen Prozessen eine entscheidende Rolle spielt. 
Durch den programmierten Zelltod lassen sich überflüssige Zellen entfernen, um die 
Zellhomöostase aufrecht zu erhalten oder um während der Embryogenese bestimmte 
Strukturen wie Finger auszubilden. Des Weiteren können autoreaktive Zellen des 
Immunsystems oder defekte Zellen durch Apoptose eliminiert werden125.  
Im Allgemeinen geht der Prozess der Apoptose mit einer Reihe von morphologischen 
Veränderungen einher, die zuerst eine Zellschrumpfung und Kondensation des 
Chromatins (Pyknose) umfassen126. Im weiteren Verlauf schnüren sich „apoptotic bodies“ 
von der Zelle ab, die aus Zytoplasma und Organellen bestehen und von Makrophagen und 




abläuft127,128. Dadurch wird das umliegende Gewebe nicht beschädigt. Im Gegensatz dazu 
führt der nicht programmierte Zelltod (Nekrose), der aufgrund starker Strahlenbelastung, 
Hitze oder mechanischen Verletzungen auftritt, zu einer Schädigung des umliegenden 
Gewebes, da die Zellen nicht abgebaut werden, sondern das Zytoplasma ungehindert 
freigesetzt wird129. 
Neben den morphologischen Veränderungen gibt es eine Reihe von biochemischen 
Prozessen, die während der Apoptose initiiert werden. Eine ganz besondere Rolle 
nehmen dabei die Caspasen (Cystein abhängige Aspartat-spezifische Proteasen) ein, die 
in der normalen Zelle in einer inaktiven Proform vorliegen und im Zuge der Apoptose 
durch proteolytische Spaltung aktiviert werden. Dabei wird zwischen Initiator-Caspasen 
(Caspase-2,-8,-9,-10) und Effektor-Caspasen (Caspase-3,-6,-7) unterschieden. Die Initiator-
Caspasen aktivieren die Effektor-Caspasen, welche wiederum zelluläre Proteine wie z.B. 
PARP (poly ADP-Ribose Polymerase), ein DNA-Reparaturenzym, spalten. Zusätzlich 
werden weitere Enzyme wie die Endonuklease CAD durch die Effektor-Caspasen aktiviert, 
wodurch es zu einer Fragmentierung der DNA kommt130. 
Die Apoptose-Induktion in einer Zelle kann durch drei verschiedene Signalwege 
erfolgen, zu denen der extrinsische, intrinsische und  der Granzym/Perforin vermittelte 
Signalweg zählen. Bei dem extrinsischen Weg lösen bestimmte extrazelluläre Liganden, 
die  an spezielle Transmembranrezeptoren der Zelle binden, den Apoptoseprozess aus. 
Diese Transmembranrezeptoren werden als Todesrezeptoren bezeichnet, deren 
bekannteste Vertreter die TRAIL-Rezeptoren 1 und 2, der Fas-Rezeptor sowie der TNFα-
Rezeptor 1 sind. Die korrespondierenden Liganden umfassen TRAIL, FasL und TNFα, die 
sowohl in löslicher als auch in membrangebundener Form vorkommen131. 
Im Gegensatz zum extrinsischen Signalweg wird der intrinsische Signalweg durch eine 
Reihe nicht-Rezeptor-vermittelter Stimuli initiiert und beruht auf der Aktivierung von 
intrazellulären pro-apoptotischen Proteinen. Neben Strahlung, Toxinen, Hypoxie und 
Infektionen mit Viren löst auch das Ausbleiben von Wachstumsfaktoren, Hormonen oder 
Zytokinen den intrinsischen Signalweg aus131. 
Die Apoptose-Induktion mittels Granzym/Perforin erfolgt durch NK-Zellen oder 
zytotoxische T-Zellen. Nach Freisetzung dieser beiden Proteine bildet das Perforin Poren 




Dort aktiviert Granzym durch proteolytische Spaltung der Procaspasen den 
Apoptoseprozess 131. 
1.8. Ziele der Arbeit 
Im Mausmodell konnte bereits gezeigt werden, dass NK-Zellen durch Apoptose-
Induktion in aktivierten hepatischen Sternzellen anti-fibrotisch wirken können98–104. 
Allerdings war die Rolle von humanen NK-Zellen bei der Fibroseprogression größtenteils 
unklar, da die bisherigen Erkenntnisse auf der immortalisierten Sternzelllinie LX-2 
beruhen100,104. Ob humane NK-Zellen in der Lage sind, auch in primären Sternzellen 
Apoptose zu induzieren, war dagegen ungeklärt. Darüber hinaus fehlen Untersuchungen, 
in wieweit sich eine Hepatitis C-Infektion auf die anti-fibrotische Aktivität von NK-Zellen 
auswirkt, obwohl Infektionen mit HCV zu den häufigsten Ätiologien einer Leberfibrose 
gehören. Daher sollte im ersten Teil dieser Dissertation die anti-fibrotische Aktivität von 
humanen NK-Zellen durch Koinkubation mit primären aktivierten hepatischen Sternzellen 
ermittelt werden. Des Weiteren wurde der Einfluss einer HCV-Infektion auf die anti-
fibrotische Aktivität von NK-Zellen untersucht. 
Der zweite Abschnitt dieser Arbeit befasst sich dagegen mit den Auswirkungen einer 
HIV/HCV-Koinfektion auf die  Fibroseprogression. Infolge der HIV-Koinfektion schreitet  
die HCV-induzierten Leberfibrose bei diesen Patienten deutlich schneller voran als bei 
HCV-monoinfizierten Patienten36–38. In diesem Zusammenhang deckten eine ganze Reihe 
von epidemiologischen Studien auf, dass eine geringe CD4+ T-Zellzahl mit einem 
fortgeschrittenen Fibrosestadium assoziiert ist. Zusätzlich entwickelt sich die Fibrose bei 
Patienten mit niedrigen CD4+ T-Zellzahlen deutlich schneller, als bei Patienten mit einer 
physiologisch normalen CD4+ T-Zellzahl38,44–52. Allerdings war bisher völlig unklar, welche 
Rolle die CD4+ T-Zellen bei der Modulation der Leberfibrose einnehmen. Daher 
beschäftigt sich der zweite Teil mit der Fragestellung, durch welche Mechanismen CD4+ T-
Zellen in der Lage sind, die Fibroseprogression zu beeinflussen und warum der HIV-
assoziierte Verlust der CD4+ T-Zellen mit einer schnelleren Fibrose-Entwicklung 
einhergeht. 






CO2-Inkubator, Serie 300, 165 l Nunc GmbH, Wiesbaden, Deutschland 
Feinwaage, Micro MC5 Sartorius, Göttingen, Deutschland 
Durchflusszytometer FACSCalibur BD, Heidelberg, Deutschland 
Durchflusszytometer FACSCanto II BD, Heidelberg, Deutschland 
Inverses Lichtmikroskop Typ DMIL Leitz, Köln, Deutschland 
Kühlzentrifuge Beckman, München, Deutschland 
LightCycler Roche, Mannheim, Deutschland 
MACS-Separator Vario für LS-Columns 
Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, 
Deutschland 
Mikrotom JungCM 1800 
Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, 
Deutschland 
Mikroskop Axiovert 200M Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland 
Multipette plus Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
NanoDrop 1000 Peqlab, Erlangen, Deutschland 
Pipetten (10 μl, 100 μl, 1000 μl) Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Plattenschüttler Typ MTS 2 IKA-Labortechnik, Staufen, Deutschland 
Stereolupe SZ 4045TR Olympus Optical, Hamburg, Deutschland 
Sterilbank BSB4A 
Flow Laboratories, Meckenheim, 
Deutschland 
Tischzentrifuge Biofuge 13 Haereus, Osterode, Deutschland 
Heizblock Dri-Block DB-2A Techne, Wertheim, Deutschland 
Vortexer Vibrofix VF1 IKA-Labortechnik, Staufen, Deutschland 
 
2.2. Patienten 
Für die in dieser Doktorarbeit durchgeführten Studien wurde den Patienten 20 - 35 ml 
heparinisiertes Vollblut durch die Hepatologische Spezialambulanz, die Gastro-
enterologisch-hepatologische Ambulanz und die Immunologische Ambulanz der 
Medizinischen Klinik und Poliklinik I des Universitätsklinikums Bonn entnommen. 
Insgesamt wurden 91 HCV-monoinfizierte Patienten, 8 HIV-monoinfizierte, 42 HICV/HCV-
koinfizierte Patienten und 48 gesunde Probanden in diese Doktorarbeit eingeschlossen. 
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Eine detaillierte Darstellung der Patientencharakteristika ist der Tabelle 2 und 3 zu 
entnehmen. Von allen Patienten wurde eine Einverständniserklärung zur Verwendung des 
Patientenmaterials zu wissenschaftlichen Versuchszwecken unterzeichnet. Des Weiteren 
sind die in dieser Doktorarbeit durchgeführten Studien von der Ethik-Kommission der 
Universität Bonn bewilligt worden. 
In dieser Doktorarbeit wurden neben dem Patientenblut ebenfalls 3 Leberexplantate 
aus  HCV-Patienten verwendet, welche im Rahmen von Organtransplantationen 
entnommen wurden. Diese Patienten hatten ebenfalls eine Einverständniserklärung zur 
Verwendung des Patientenmaterials zu wissenschaftlichen Versuchszwecken 
unterzeichnet. Außerdem ist die Verwendung von Leberexplantaten von der Ethik-
Kommission der Universität Bonn bewilligt worden. 
 
Tabelle 1: Patientencharakteristika „Lebertransplantation“ 
 Lebertransplantation 
Anzahl 3 
weiblicha) 0 (0 %) 
Alter (Jahren)b) 41,3 (35 - 54) 
  
HCV-Genotypen:  
Genotyp 1a) 2 (66,6 %) 
Genotyp 3a) 1 (33,3 %) 
a) Anzahl (% von Gesamtzahl); b) Mittelwert (Wertebereich) 
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Tabelle 2: Patientencharakteristika zu der Studie „Interaktion von NK-Zellen mit 
aktivierten hepatischen Sternzellen“ 









Anzahl 33 17 6 18 
weiblicha) 10 (30,3 %) 2 (11,8 %) 4 (67 %) 7 (38,9 %) 
Alter (Jahren)b) 56,1 (28 - 87) 45,2 (28 - 57) 49,7 (27 - 77) 35,9 (28 - 50) 
     
Klinische Daten     
ALT U/lb) 89,1 (13 - 384) 42,8 (9 - 141) 22,3 (15 - 36) n.a.c) 
AST U/lb) 72,1 (11 - 297) 34,9 (11 - 121) 18,7 (12 - 30) n.a.c) 
γ-GTb) 105,3 (21 - 327) 51,7 (25 - 146) 29,7 (22 - 43) n.a.c) 
     
HCV-Status     
HCV-Last 
(x 105 IU/ml)b) 
31,3 
(<0,0001 - 400) 
<0,0001 <0,0001 n.a.c) 
     
HCV-
Genotypen: 
    
Genotyp 1a) 20 (60,6 %) 10 (58,8 %) - - 
Genotyp 2a) 1 (3 %) - - - 
Genotyp 3a) 1 (3 %) 4 (23,5 %) - - 
Genotyp 4a) 1 (3 %) - - - 
unbekannter 
Genotypa) 
10 (30,3 %) 3 (17,6 %) - - 
a) Anzahl (% von Gesamtzahl); b) Mittelwert (Wertebereich); c) n.a. nicht analysiert 
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Tabelle 3: Patientencharakteristika zu der Studie „CD4+ T-Zellen stimulieren die anti-
fibrotische Aktivität von NK-Zellen“ 
 HCV-RNA (+) 





Anzahl 35 42 8 30 
weiblicha) 11 (31,4 %) 5 (11,9 %) 2 (25 %) 12 (40 %) 
Alter (Jahren)b) 53,3 (26 - 79) 46 (34 - 58) 49,1 (34 - 64) 32,1 (23 - 55) 
     
Klinische Daten     
ALT U/Lb) 100 (7 - 255) 83,2 (4 - 830) 26 (16 - 40) n.a.c) 
AST U/Lb) 74,2 (18 - 213) 72,4 (18 - 394) 20 (16-24) n.a.c) 
γ-GT b) 122,3 (23 - 477) 135,2 (25 - 538) 70,6 (32 - 106) n.a.c) 
     
HCV-Status     
HCV-Last 
(x 105 IU/ml)b) 
17 
(0,0016 - 74.7) 
51.9 
(3,6 - 260,8) 
n.a.c) n.a.c) 
     
HCV-
Genotypen: 
    
Genotyp 1a) 17 (48,6 %) 17 (40,5 %) - - 
Genotyp 2a) - 2 (5,8 %) - - 
Genotyp 3a) 3 (8,6 %) 1 (2,4 %) - - 
Genotyp 4a) - 3 (7.1 %) - - 
unbekannter 
Genotypa) 
15 (42,9 %) 19 (45,2 %) - - 
     
HIV-Status     
HIV-Last  
(Kopien/ml) 
- <50 <50 n.a.c) 





(182 - 1151) 
737 





- 26,1 (10 - 42) 29,3 (20 - 38) - 
a) Anzahl (% von Gesamtzahl); b) Mittelwert (Wertebereich); c) n.a. nicht analysiert 
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2.3. Reagenzien und Verbrauchsmaterialien 
Reagenzien und Verbrauchsmaterialien Hersteller 
Affenserum PAA Laboratories, Pasching, Österreich 
Ampuwa (steriles Aqua dest.) Fresenius, Bad Homburg, Deutschland 
Aqueous Mounting Medium R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland 
Auslaufpipette (5,10 und 50 ml) Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Rinderserum Albumin (BSA, engl. bovine serum albumin) Sigma-Aldrich, München Deutschland 
Brefeldin A aus Penicillium brefeldianum Sigma-Aldrich, München Deutschland 
Carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) Sigma-Aldrich, München Deutschland 
CellFix Fixierlösung BD, Heidelberg, Deutschland 
Cell Proliferation Dye e670 eBioscience, Frankfurt, Deutschland 
DMEM mit 4,5 g/l Glukose und L-Glutmanin PAA Laboratories, Pasching, Österreich 
Dynabeads Human T-Activator Life Technologies, Darmstadt, Deutschland 
EDTA (Ethylendiamintetraacid) Promega, Mannheim, Deutschland 
Einmalfiltrationsgeräte Nunc International, Wiesbaden, Deutschland 
Einweg-Handschuhe Ansell Healthcare, München, Deutschland 
Eppendorf-Reaktionsgefäße (0,5 ml, 1,5 ml) Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Ethanol, absolut Merck, Darmstadt, Deutschland 
Fötales Kälberserum (FBS, engl. fetal bovine serum) Biochrom, Berlin, Deutschland 
Ficoll-Separationsmedium PAA Laboratories, Pasching, Österreich 
GolgiStop BD, Heidelberg, Deutschland 
Isopentan AppliChem, Darmstadt, Deutschland 
MACS-Säulen Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach 
MACS-Tubes Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach 
Maxima SYBR Green pPCR Master Mix (2x) Thermo Scientific, Waltham, MA, USA 
Neubauer-Zählkammer Eich, Heidelberg, Deutschland 
Paraformaldehyd (PFA) Merck, Darmstadt, Deutschland 
Pasteurpipetten Brand, Wertheim, Deutschland 
PBS (engl. phosphate buffered saline) steril, ph 7,4 Apotheke der Uniklinik Bonn 
Penicillin/Streptomycin PAA Laboratories, Pasching, Österreich 
Polystyren-FACS-Röhrchen BD, Heidelberg, Deutschland 
Polypropylen-Röhrchen Greiner, Frickenhausen, Deutschland 
RPMI 1640 Medium mit L-Glutamin PAA Laboratories, Pasching, Österreich 
S-Monovette für Heparinblut, 9 ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
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Reagenzien und Verbrauchsmaterialien Hersteller 
  
Sternzellmedium + Zusätze ScienCell, Carlsbad, CA, USA 
Transwell-Platten (0,4 µm Porendurchmesser) 
Corning Life Science, Amsterdam, 
Niederlande 
Triton X-100 Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland 
Trypanblau Merck, Darmstadt, Deutschland 
0,5 % Trypsin/0,22 % EDTA Lösung PAA Laboratories, Pasching, Österreich 
Zellkulturflaschen (25 ml, 75 ml) Greiner, Frickenhausen, Deutschland 
 
2.4. Antikörper 
Antikörper (human) Klon Isotyp (Maus) Hersteller 
BrdU-FITC k.a. k.a. BD, Heidelberg, Deutschland 
aktive Caspase-3-PE C92-605 Ratte IgG BD, Heidelberg, Deutschland 
CD3-PerCP SK7 IgG1,k Biolegend, London, UK 
CD4-APC RPA-T4 IgG1,k BD, Heidelberg, Deutschland 
CD56-APC HCD56 IgG1,k Biolegend, London, UK 
CD107a-PE H4A3 IgG1,k BD, Heidelberg, Deutschland 
Fas-PE DX2 IgG1 
R&D Systems, Wiesbaden, 
Deutschland 
FasL-FITC Alf-2.1a IgG1 Calbiochem, UK 
IFN-γ-PE 25723 IgG2B 
R&D Systems, Wiesbaden, 
Deutschland 
IL-2-PE MQ1-17H12 Ratte IgG2a, k 
eBioscience, Frankfurt, 
Deutschland 
MICA/B-PE 159207 IgG2A 
R&D Systems, Wiesbaden, 
Deutschland 
MHC-I W632 IgG2A Uniklinik Bonn 
NKG2D-PE 149810 IgG1 
R&D Systems, Wiesbaden, 
Deutschland 
gespaltenes PARP-1-PE HLNC4 IgG2B,k 
eBioscience, Frankfurt, 
Deutschland 
TNF-α-FITC 6402 IgG1 
R&D Systems, Wiesbaden, 
Deutschland 
TNF-Rezeptor I-PE 16803 IgG1 
R&D Systems, Wiesbaden, 
Deutschland 
TNF-Rezeptor II-PE 22235 IgG2A 
R&D Systems, Wiesbaden, 
Deutschland 
TRAIL-Rezeptor I-PE 69036 IgG1 
R&D Systems, Wiesbaden, 
Deutschland 
TRAIL-Rezeptor II-PE 71908 IgG2B 
R&D Systems, Wiesbaden, 
Deutschland 
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Antikörper (human) Klon Isotyp (Maus) Hersteller 
TRAIL-PE RIK-2 IgG1 BD, Heidelberg, Deutschland 
ULBP-1-PE 170818 IgG2A 
R&D Systems, Wiesbaden, 
Deutschland 
ULBP-2-PE 165903 IgG2A 
R&D Systems, Wiesbaden, 
Deutschland 
ULBP-3 166510 IgG2A 
R&D Systems, Wiesbaden, 
Deutschland 
    
Blockierende Antikörper    
FasL 100419 IgG2B 
R&D Systems, Wiesbaden, 
Deutschland 
IL-2 MQ1-17H12 Ratte IgG2a,k Biolegend, London, UK 
NKG2D 149810 IgG1 
R&D Systems, Wiesbaden, 
Deutschland 
MHC-I W632 IgG2a Uniklinik Bonn 
TRAIL 2E5 IgG1 Alexis Biochemicals, USA 
    
Antikörper für 
Immunhistochemie 
   
a-SMA 1A4 IgG,k Abcam, Cambridge, UK 
aktive Caspase-3 E83-77 Kaninchen IgG Abcam, Cambridge, UK 
    
Sekundäre Antikörper    
anti-Maus-NL637  Affe IgG 
R&D Systems, Wiesbaden, 
Deutschland 
anti-Kaninchen-NL557  Affe IgG 




Zytokine (human) Hersteller Dosierung 
rekombinantes FasL R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland 10 - 100 ng/ml 
rekombinantes IFN-a PBL Interferon Source, Piscataway, NJ, USA 100 - 5000 U/ml 
rekombinantes IL-2 R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland 12,5 - 100 U/ml 









APO-BRDU Kit BD, Heidelberg, Deutschland 
CD4
+
 T Cell Isolation Kit, human Miltenyi Biotech, Bergisch Galdbach, Deutschland 
Cytofix/Cytoperm Fixation/Permeabilization Kit BD, Heidelberg, Deutschland 
NK Cell Isolation Kit, human Miltenyi Biotech, Bergisch Galdbach, Deutschland 
PE Active Caspase-3 Apoptosis Kit BD, Heidelberg, Deutschland 
QuantiTect Reverse Transcription Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 
RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 
 
2.7. Puffer und Medien 
Sternzellmedium für primäre Sternzellen: 
• Sternzellmedium 
• 2 % FBS 
• 1x Sternzellwachstumszusätze 
• 10 U/ml Penicillin 
• 10 µg/ml Streptomycin 
 
RPMI 1640 Medium mit L-Glutamin für NK-Zellen, CD4+ T-Zellen und PBMC: 
• RPMI 1640 Medium mit L-Glutamin 
• 10 % FBS 
• 10 U/ml Penicillin 
• 10 µg/ml Streptomycin 
 
DMEM Medium mit 4,5 g/l Glucose und L-Glutamin für LX-2 Zellen: 
• DMEM mit 4,5 g/l Glucose und L-Glutamin  
• 2 % FBS 
• 10 U/ml Penicillin 
• 10 µg/ml Streptomycin 
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MACS-Puffer zur Isolation von NK-Zellen und CD4+ T-Zellen: 
• PBS 
• 5 mM EDTA 




• 5 % Affenserum 
• 0,1 % BSA 





3.1.1. Kultivierung von primären aktivierten humanen hepatischen Sternzellen 
Primäre humane hepatische Sternzellen (HSC) wurden käuflich von der Firma ScienCell  
erworben und bereits in einer ganzen Reihe von Studien verwendet93,105,132–134. Die Zellen 
entsprechen HSC in einem aktivierten Zustand. 
Um die HSC zu expandieren wurden diese in Sternzellmedium aufgenommen und bei 
37°C und 5 % CO2 im Brutschrank kultiviert. Nach drei Passagen wurden die Sternzellen 
nochmals eingefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -150°C gelagert. Zwei Tage 
vor den jeweiligen Experimenten wurden die Sternzellen erneut aufgetaut und in 
Sternzellmedium kultiviert. 
3.1.2. Kultivierung von PBMC, NK-Zellen und CD4+ T-Zellen 
PBMC, NK-Zellen und  CD4+ T-Zellen wurden in RPMI 1640 Medium bei 37°C und 5 % 
CO2 kultiviert. Wie in der Arbeit an den entsprechenden Stellen gekennzeichnet, wurden 
die Zellen bei einigen Versuchen mit verschiedenen Dosen von IL-2 (12,5 - 100 U/ml) und 
IFN-α (100 - 5000 U/ml) stimuliert.  
3.1.3. Kultivierung von LX-2 Zellen 
Bei LX-2 Zellen handelt es sich um eine Zelllinie, die durch spontane Immortalisierung 
aus hepatischen Sternzellen generiert wurden135. Die LX-2 Zellen wurden in DMEM-
Medium bei 37°C und 5 % CO2 kultiviert. 
3.1.4. Markierung von hepatischen Sternzellen mit Carboxyfluorescein succinimidyl 
ester oder Cell Proliferation Dye e670 
Um die HSC nach der Koinkubation von den NK-Zellen differenzieren zu können 
wurden diese zuvor mit 5-Carboxyfluorescein N-Succinimidylester (CFSE) oder Cell 
Proliferation Dye e670 angefärbt. Beide Farbstoffe binden an zelluläre Proteine und sind 
somit in der Lage, jegliche Zellen zu markieren. 
 




• HSC 16 h vor der Koinkubation mit 0,02 % EDTA-Lösung ablösen 
•  in 15 ml Röhrchen überführen und mit 13 ml PBS auffüllen 
• bei 300 g für 10 min zentrifugieren 
• Überstand abnehmen und HSC in 1 ml PBS mit 5 µM CFSE resuspendieren 
• für 10 min bei RT inkubieren 
• die Reaktion mit 5 ml kaltem Sternzellmedium (+ 10 % FCS) stoppen und für 5 min 
inkubieren 
• bei 300 g für 10 min zentrifugieren 
• HSC ein weiteres mal mit 5 ml Sternzellmedium (+ 10 % FCS) waschen 
• Zellzahl bestimmen und 1,5x104 Zellen pro Well in 48 Well-Platte aussähen 
3.1.5. Stimulation von CD4+ T-Zellen mit CD3/CD28-gekoppelten Beads 
Um ruhende CD4+ T-Zellen zu aktivieren wurden diese mit Dynabeads Human T-
Activator stimuliert. Dabei handelt es sich um kleine, magnetische Kügelchen die mit 
Antikörpern gegen CD3 und CD28 gekoppelt sind. Für die verschiedenen Versuchsansätze 
wurden folgende Anzahl an Zellen bzw. Stimulationszeiten verwendet: 
• um die Frequenz der IL-2 positiven CD4+ T-Zellen zu ermitteln wurden 200.000 
PBMC für 6 h mit 4 µl Beads stimuliert. 
• um den CD4+ T-Zell Überstand zur NK-Zell Stimulation zu generieren wurden, 
soweit nicht anders gekennzeichnet,  80.000 CD4+ T-Zellen mit 3 µl Beads für 24 h 
stimuliert. 
3.1.6. Stimulation von NK-Zellen mit CD4+ T-Zell Überstand 
Nachdem die CD4+ T-Zellen für 24 h mit CD3/CD28 gekoppelten Beads stimuliert 
wurden, wurden diese samt Überstand in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und 
bei 400 g für 10 min zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand vorsichtig 
abgenommen und unverdünnt auf die NK-Zellen gegeben. 
3.1.7. Koinkubation von hepatischen Sternzellen mit NK-Zellen 
Die Koinkubation von hepatischen Sternzellen mit NK-Zellen wurde generell in 
Sternzellmedium durchgeführt. Um die NK-Zell-Aktivität zu messen, wurde nach der 
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Koinkubation der Anteil der CD107a (siehe Abschnitt 3.3.2.) bzw. IFN-γ/TNF-α (siehe 
Abschnitt 3.3.4.) positiven NK-Zellen bestimmt. Außerdem wurde der Anteil der 
apoptotischen Sternzellen durch verschiedene Apoptose-Assays ermittelt (siehe Abschnitt 
3.3.3.). 
3.2. Zellbiologische Methoden 
3.2.1. Isolierung von peripheren mononukleären Zellen mittels Ficoll-
Dichtegradientenzentrifugation nach Böyum 
Zur Gewinnung von peripheren mononukleären Zellen (PBMC) aus heparinisiertem 
Blut wurde das Verfahren nach Böyum verwendet136. Diese Methode macht sich dabei die 
unterschiedlichen Dichten der zellulären Bestandteile des Blutes zu nutze. Mittels einer 
Ficoll-Lösung, die aus einem synthetisch hergestellten Polysaccharid besteht und eine 
Dichte von 1,077 g/cm³ besitzt, lassen sich die PBMCs von den restlichen zellulären 
Bestandteilen trennen. Aufgrund der höheren Dichte von Granulozyten und Erythrozyten 
wandern diese während der Zentrifugation durch das Ficoll hindurch, wohingegen sich 
Lymphozyten und Monozyten an der Grenze zur Ficoll-Lösung sammeln. Das Blutplasma 
sowie die Thrombozyten verbleiben dagegen im Überstand. 
Durchführung: 
• Heparinisiertes Blut 1:2 mit PBS verdünnen 
• 15 ml Ficoll-Lösung in ein 50 ml Röhrchen vorlegen 
• Ficoll-Lösung vorsichtig mit dem verdünnten Blut überschichten 
• anschließend bei 900 g für 20 min bei RT  und ausgestellter Bremse zentrifugieren 
• milchige Phase (enthält PBMC) zwischen Ficoll-Lösung und Plasma vorsichtig mit 
einer Pasteurpipette abnehmen und in 15 ml Röhrchen überführen 
• Röhrchen mit PBS auffüllen und bei 400 g für 10 min bei RT zentrifugieren 
• Überstand abnehmen und PBMC in PBS resuspendieren 
• bei 300 g für 10 min bei RT zentrifugieren 
• Überstand abnehmen und PMBC erneut in PBS resuspendieren 
• Zellzahl bestimmen 
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3.2.2. Bestimmung der Zellzahl mit der Neubauer-Zählkammer 
Mit Hilfe der Neubauer-Zählkammer und einem Lichtmikroskop lässt sich die Zellzahl 
ermitteln. Um die Vitalität der Zellen zu überprüfen, wurden diese mit einer 
Trypanblaulösung versetzt. 
Durchführung: 
• je nach Zelldichte wurden diese 1:2, 1:5 oder 1:10 mit einer 0,25 %igen Trypan-
blaulösung vermischt und in die Neubauer-Zählkammer gegeben 
• Auszählung der lebenden Zellen (weisen keine Blaufärbung auf) in 4 Groß-
quadraten 
• Berechnung der Zellzahl nach folgender Formel: 
(gezählte Zellen/4) x Verdünnungsfaktor mit Trypanblau x 104 = Zellzahl/ml 
3.3. Immunologische Methoden 
3.3.1. Immunmagnetische Isolation von CD4+ T- oder NK-Zellen aus PBMCs 
CD4+ T- oder NK-Zellen wurden mit Hilfe der MACS-Separations-Technologie nach 
Angaben des Herstellers Miltenyi isoliert. Bei dieser Methode werden Biotin-gekoppelte 
Antikörper gegen verschieden Oberflächenmoleküle hinzugefügt, die, mit Ausnahme der 
Zielzellen, auf sämtlichen anderen PBMCs zu finden sind. Anschließend wird ein 
sekundärer Antikörper dazugegeben, der an kleine magnetische Partikel  (50 nm) 
gebunden ist und an die Biotingruppe der primären Antikörper bindet. Die so markierten 
Zellen werden auf eine spezielle MACS-Säule gegeben, die in einem starken Magnetfeld 
platziert ist. Aufgrund der magnetischen Partikel verbleiben sämtliche markierte Zellen in 
der Säule, während die unmarkierten Zielzellen ungehindert durch die Säule wandern 
können.  
Durchführung: 
• PBMC zählen 
• PBMC in MACS-Puffer (währende der gesamten Isolation bei 4°C halten) 
resuspendieren (pro 107 PBMC 40 µl MACS-Puffer, max. 108 Zellen) 
• 1. Antikörper (Biotin-gekoppelt) hinzufügen (pro 107 PBMC 10 µl Antikörper) 
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• 10 min bei 4°C inkubieren 
• pro 107 PBMC 30 µl MACS-Puffer hinzugeben 
• 2. Antikörper (anti-Biotin) hinzufügen (pro 107 PBMC 20 µl 2. Antikörper) 
• 15 min bei 4°C inkubieren 
• waschen mit MACS-Puffer (pro 107 PBMC 1-2 ml MACS-Puffer) 
• MACS-Säule in den MACS-Separator einspannen und mit 3 ml MACS-Puffer 
äquilibrieren 
• Zellen nach dem waschen in 500 µl MACS-Puffer aufnehmen und auf die MACS-
Säule geben 
• mit 3 x 3 ml MACS-Puffer die Säule waschen, vor jedem Waschschritt sollte die 
Säule komplett trocken laufen 
• sämtlichen Durchfluss in 15 ml Röhrchen auffangen 
• isolierte CD4+ T- oder NK-Zellen befinden sich nun im Durchfluss 
3.3.2. Degranulations-Assay (CD107a) 
CD107a (oder LAMP-1 für Lysosomen assoziiertes Membran-Protein-1) wird als 
funktioneller Marker für die NK-Zell-Aktivität verwendet137 und ist in ruhenden NK-Zellen 
auf der Innenseite von Granula zu finden, welche neben Perforin und Granzym auch 
Zytokine enthalten können.  Nach der Aktivierung der NK-Zelle durch eine Zielzelle 
verschmelzen die Granula mit der Plasmamembran, woraufhin der Inhalt der Granula in 
den extrazellulären Raum freigesetzt wird. Das CD107-Protein gelangt dadurch auf die 
NK-Zell-Oberfläche und lässt sich nun mit Hilfe eines Antikörpers nachweisen. Um den 
Abbau von CD107a durch Internalisierung mittels Endozytose zu verhindern, wird 
während der Koinkubation von NK-Zellen und Zielzellen GolgiStop hinzugefügt. GolgiStop 
enthält Monensin, welches ein Ansäuern der Endosomen und somit ein Abbau des 
CD107a-Moleküls verhindert. 
Durchführung: 
• NK-Zellen auf HSC geben (Verhältnis 1:1)  
• 1 h bei 37°C koinkubieren 
• 0,5 µl GolgiStop (1:500) und CD107a-PE (1:50) Antikörper hinzufügen 
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• weitere 4 h bei 37°C koinkubieren 
• CD56-APC (1:40) und CD3-PerCP (1:150) Antikörper hinzufügen 
• 20 min bei RT schütteln 
• NK-Zellen in FACS-Röhrchen überführen und mit 4 ml PBS waschen 
• für 10 min bei 300 g zentrifugieren 
• Überstand abnehmen und in 100 µl CellFix aufnehmen 
• Analyse mittels Durchflusszytometer 
3.3.3. Apoptose-Assays 
Zum Nachweis apoptotischer Sternzellen wurden drei verschiedene Apoptose-Assay 
verwendet. 
3.3.3.1. Caspase-3-Assay 
Der in dieser Arbeit am häufigsten verwendete Apoptose-Assay (PE active Caspase-3 
Apoptosis Kit, BD) beruht auf dem intrazellulären Nachweis von der aktiven Form des 
Caspase-3 Enzyms, welches in der normalen Zelle als Zymogen vorliegt und erst durch ein 
entsprechendes Apoptose-Signal aktiviert wird. Dies macht man sich bei dem Caspase-3 
Assay zunutze, indem man einen Antikörper verwendet, der nur gegen die aktive Form 
gerichtet ist.  Da es sich bei der Caspase-3 um eine Effektorcaspase handelt, die sowohl 
durch extrinsische als auch durch intrinsische Apoptose-Signale aktiviert werden kann, 
eignet sich dieser Assay gut für den Nachweis apoptotischer Zellen. Dabei spielt die Art 
der Apoptose-Induktion kaum eine Rolle. 
Durchführung: 
• NK-Zellen auf HSC geben (Verhältnis 10:1 oder 5:1)  
• 6 h bei 37°C koinkubieren 
• Überstand in FACS-Röhrchen überführen 
• HSC mit Trypsin/EDTA ablösen und in das FACS-Röhrchen mit dem Überstand 
überführen 
• 4 ml PBS hinzufügen und für 10 min bei 300 g zentrifugieren 
• Überstand abnehmen und 300 µl Cytofix/Cytoperm hinzufügen 
• 20 min bei 4°C inkubieren  
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• 2 x mit 600 µl Perm/Wasch waschen (dazwischen 10 min bei 400 g zentrifugieren) 
• anti-aktive Caspase-3-PE (1:40) hinzufügen und 30 min bei 4°C inkubieren 
• 2 x mit 2 ml Perm/Wash waschen (dazwischen 10 min bei 400 g zentrifugieren) 
• in 100 µl CellFix aufnehmen und Analyse im Durchflusszytometer 
3.3.3.2. PARP-Assay 
Bei PARP1 (poly ADP-Ribose Polymerase 1) handelt es sich um ein DNA-
Reparaturenzym, welches nach Apoptose-Induktion durch die aktiven Formen der 
Caspase-3, -6 oder -7 gespalten und damit inaktiviert wird. Wie beim Caspase-3 Assay 
nutzt man hierbei einen Antikörper, der nur an das gespaltene Fragment von PARP1 
bindet.  
Durchführung:  
• siehe Durchführung in Teil 2.3.3.1 (Caspase-3 Assay) mit folgender Änderung 
• anti-aktive Caspase-3-PE durch anti-gespaltenes PARP-PE (1:50) ersetzen 
3.3.3.3. TUNEL-Assay 
Der TUNEL (engl. terminal deoxynucleotidyltransferase dUTP nick end labelling)-Assay 
wurde mit dem „APO-BRDU Kit“ von BD durchgeführt und dient zum Nachweis von 
fragmentierter DNA, die während des Apoptose-Prozesses durch enzymatischen DNA-
Abbau entsteht. Mit Hilfe der terminalen Deoxynukleotidtransferase werden die Enden 
der DNA mit Brom gekoppelten dUTPs markiert, welche im nachfolgenden Schritt durch 
einen Antikörper erkannt und damit nachgewiesen werde können. 
Durchführung: 
• NK-Zellen auf HSC geben (Verhältnis 10:1)  
• 6 h bei 37°C koinkubieren 
• HSC mit Trypsin/EDTA ablösen und in ein FACS-Röhrchen überführen 
• 4 ml PBS hinzufügen und für 10 min bei 300 g zentrifugieren 
• Zellen in 1 % (w/v) Paraformaldehyd resuspendieren  30 min auf Eis 
• 2 x mit 4 ml PBS waschen (bei 500 g zentrifugieren) 
• Zellen in 70 % Ethanol resuspendieren  30 min auf Eis 
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• 2 x mit 1 ml Wash Buffer waschen (bei 500 g zentrifugieren) 
• Zellen in 50 µl DNA Labeling Solution resuspendieren  60 min bei 37°C 
• 2 x mit 1 ml Rinse Buffer waschen (bei 500 g zentrifugieren) 
• Zellen in 0,1 ml Antibody Staining Solution resuspendieren  30 min im Dunkeln  
bei RT 
• 0,5 ml PI/RNase Staining Buffer hinzufügen  30 min im Dunkeln bei RT 
• Analyse im Durchflusszytometer 
 
DNA Labeling Solution: 
• Reaction Buffer    10 µl 
• TdT Enzyme     0,75 µl 
• Br-dUTP      8 µl 
• destilliertes H2O    32,25 µl 
 
Antibody Staining Solution: 
• FITC-Labeled Anti-BrdU  5 µl 
• Rinsing Buffer    95 µl 
3.3.4. Intrazelluläre Färbungen von IFN-γ und TNF-α in NK-Zellen 
Um den Anteil der IFN-γ und TNF-α positiven NK-Zellen nach Koinkubation mit HSC zu 
ermitteln, wurde eine intrazelluläre Färbung von IFN-γ und TNF-α mit Hilfe des 
„Cytofix/Cytoperm Fixation/Permeabilization Kit“ von BD durchgeführt. Entscheidend bei 
diesem Versuch ist die Zugabe von Brefeldin A während der Koinkubation, um die 
Sekretion der neu  synthetisierten Zytokine in das extrazelluläre Milieu zu verhindern. Die 
Zytokine reichern sich daher in der NK-Zelle an und lassen sich somit nachweisen. 
Durchführung: 
• NK-Zellen auf HSC geben (Verhältnis 1:1)  
• 1 h bei 37°C koinkubieren 
• 2,5 µl Brefeldin A (10 µg/ml) hinzufügen 
• weitere 4 h bei 37°C koinkubieren 
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• anti-CD56-APC (1:40) und anti-CD3-PerCP (1:150) hinzufügen 
• 20 min bei RT schütteln 
• NK-Zellen in FACS-Röhrchen überführen und mit 4 ml PBS waschen 
• für 10 min bei 300 g zentrifugieren 
• Überstand abnehmen und 300 µl Cytofix/Cytoperm hinzufügen 
• 20 min bei 4°C inkubieren  
• 2 x mit 600 µl Perm/Wasch waschen (dazwischen 10 min bei 400 g zentrifugieren) 
• anti-IFN-γ-PE (1:30) und anti-TNF-α-FITC (1:30) hinzufügen und 30 min bei 4°C 
inkubieren 
• mit 2 ml Perm/Wash waschen 
• für 10 min bei 400 g zentrifugieren 
• in 100 µl CellFix aufnehmen und Analyse im Durchflusszytometer 
3.3.5. Nachweis IL-2 positiver CD4+ T-Zellen nach CD3/CD28 Stimulation 
Der Nachweis von IL-2 positiven CD4+ T-Zellen erfolgte größtenteils wie die in 
Abschnitt 2.3.5. beschriebene intrazelluläre Färbung von IFN-γ und TNF-α positiven NK-
Zellen. Dabei gab es folgende Änderungen: 
• CD4+ T-Zellen wurden mit CD3/CD28 gekoppelten Beads stimuliert, keine 
Koinkubation mit HSC 
• Inkubationszeit nach Brefeldin A Zugabe auf 5 h erhöht 
• anti-CD4-APC (1:40) hinzugefügt anstatt anti-CD56-APC 
• anti-IL-2-PE (1:150)  hinzugefügt anstatt anti-IFN-γ-PE und anti-TNF-α-FITC 
3.3.6. Durchflusszytometrie 
In dieser Doktorarbeit wurden die meisten Antikörperfärbungen mit Hilfe der 
Durchflusszytometrie analysiert. Dabei kamen das BD FACSCalibur sowie das BD 
FACSCanto II zum Einsatz. Das FACSCalibur ermöglicht dabei die gleichzeitige Analyse von 
vier verschiedenen Fluorophoren, während mit dem FACSCanto II bis zu 8 verschiedene 
Fluorophore unterschieden werden können. 
Generell ist es mit der Durchflusszytometrie möglich, viele Zellen in kurzer Zeit auf 
Größe, Granularität und markierte Antigene hin zu untersuchen. Dazu werden die Zellen 
in einem Flüssigkeitsstrom vereinzelt und an einem oder mehreren Laserstrahlen 
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vorbeigeleitet. Trifft der Laserstrahl nun auf eine Zelle, wird dieser je nach Eigenschaft der 
Zelle unterschiedlich stark gestreut. Dabei wird zwischen dem Vorwärtsstreulicht (FSC 
engl. Forward Scatter) und dem Seitwärtsstreulicht (SSC engl. Side Scatter) unterschieden, 
welche proportional zur Größe (FSC) bzw. Granularität (SSC) einer Zelle sind. Neben 
diesen beiden Parametern lassen sich ebenfalls intrazelluläre und membrangebundene 
Proteine/Antigen im Durchflusszytometer bestimmen. Dazu werden Antikörper 
verwendet, die mit einem Fluorophor gekoppelt sind, welches durch den Laserstrahl 
angeregt wird. Das von dem Fluorophor absorbierte Licht wird direkt wieder emittiert und 
mittels eines speziellen Detektors im Durchflusszytometer gemessen. Je mehr Licht dabei 
von einer Zelle emittiert wird, desto stärker wird das markierte Protein/Antigen in oder 
auf der Zelle exprimiert.  
3.3.7. Immunfluoreszenzfärbungen 
Für die Immunfluoreszenzfärbungen wurden Gewebeschnitte aus gefrorenen 
Leberexplantaten angefertigt. Die Leberexplantate stammen aus Hepatitis C-Virus (HCV) 
positiven Patienten und wurden im Rahmen einer Organtransplantation entnommen. 
Zum Anfertigen der Leberschnitte wurden Teile der entnommen Leber in ca. 1 cm kleine 
Stücke geschnitten und bei -80°C in Isopentan eingefroren. Anschließend wurden mit 
Hilfe eines Mikrotoms 8 µm dicke Gewebeschnitte aus den gefrorenen Leberstücken 
angefertigt, welche für 1 Tag bei RT getrocknet und dann erneut bei -80°C gelagert 
wurden. Die Immunfluoreszenzfärbung wurde dann wie folgt durchgeführt: 
Durchführung: 
• Leberschnitte bei RT für 30 min auftauen und trocknen lassen 
• mit 4 % PFA für 10 min bei RT fixieren 
• 4 x mit 400 µl PBS waschen 
• mit 0,25 % Triton X 100 für 10 min bei RT permeabilisieren 
• 4 x mit 400 µl PBS waschen 
• mit Blockierungspuffer für 1 h bei RT blockieren 
• 1. Antikörper in Blockierungspuffer verdünnen (aktive Caspase-3: 1:300; 
α-SMA: 1:200) und auf Schnitte geben 
• über Nacht bei 4°C inkubieren 
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• 4 x mit 400 µl Blockierungspuffer waschen 
• 2. Antikörper in Blockierungspuffer verdünnen (anti-Kaninchen NL-557: 1:400; 
anti-Maus NL-637: 1:400) und auf Schnitte geben 
• 90 min bei RT inkubieren 
• 4 x mit 400 µl Blockierungspuffer waschen 
• DAPI-Färbung (1:200) für 10 min bei RT 
• 4 x mit 400 µl Blockierungspuffer waschen 
• eindeckeln mit Aqueous Mounting Medium 
3.4. Molekularbiologische Methoden 
3.4.1. RNA-Extraktion 
Bei der RNA-Extraktion nutzt man die selektive Bindung von RNA an Silica 
beschichtete Oberflächen. Daher wird bei diesem Verfahren eine Silica beschichtete Säule 
verwendet, auf die das komplette Zelllysat gegeben wird. Durch anschließendes Waschen 
der Säule werden Protein und DNA effektiv entfernt. Zum Abschluss wird die RNA durch 
Zugabe von destilliertem Wasser von der Säule eluiert. 
Durchführung: 
Für die RNA-Extraktion wurden 200.000 primäre aktivierte humane hepatische 
Sternzellen verwendet. Zur Lyse der Zellen wurde 350 µl RLT Puffer (im „RNeasy Mini Kit“ 
enthalten) pro Well auf die Zellen gegeben und für 5 min bei RT inkubiert. Anschließend 
wurde der Überstand nach mehrmaligem auf und ab pipettieren in ein 1,5 ml Eppendorf-
Reaktionsgefäße überführt. Die nachfolgende RNA-Extraktion erfolgte dabei mit dem 
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3.4.2. Quantifizierung von RNA 
Zur Bestimmung der RNA-Konzentration wurde die Absorption der Lösung bei 260 nm 
mit Hilfe eines Photometers (NanoDrop1000) gemessen, da bei dieser Wellenlänge das 
Absorptionsmaximum von DNA/RNA liegt. Anhand dieses Wertes lässt sich der RNA-
Gehalt in einer Lösung nach folgender Formel ermitteln: 
 
Konzentration [µg/ml] = OD260 × 40 µg/ml × Verdünnungsfaktor 
 
Da Proteine ebenfalls bei dieser Wellenlänge das Licht absorbieren, muss zusätzlich 
noch die optische Dichte (OD) der Lösung bei 280 nm (Absorptionsmaximum von 
Proteinen) gemessen werden, um Kontaminationen mit Proteinen auszuschließen. 
Hierbei sollte der Quotient aus OD260/OD280 zwischen 1,8 und 2 liegen. 
3.4.3. Reverse Transkription 
Bei der reversen Transkription wird die zuvor extrahierte RNA mit Hilfe der reversen 
Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Im Vergleich zu RNA ist cDNA wesentlich stabiler 
und lässt sich außerdem für eine quantitative Echtzeit-PCR einsetzen. 
Durchführung: 
• Die reverse Transkription erfolgte mit dem „QuantiTect Reverse Transcription 
Kit“ nach Anleitung des Herstellers (Qiagen). 
3.4.4. Quantitative Echtzeit-PCR 
Die hier eingesetzte quantitative Echtzeit-PCR mit cDNA als Template dient u.a. zur 
Expressionsanalyse von Genen. Dies beruht auf der Tatsache, dass die hier verwendete  
cDNA das Expressionsprofil der Zellen zum Zeitpunkt der RNA-Extraktion widerspiegelt. 
Mit Hilfe eines Primerpaares, welches im Bereich des Zielgens bindet und einer 
hitzebeständigen Polymerase, wird das Zielgen vervielfältigt. Dabei erfolgt die 
Quantifizierung mit dem Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green, welcher in die 
doppelsträngigen DNA-Produkte eingebaut wird. Dies bewirkt eine Zunahme der 
Fluoreszenzintensität, die mit dem LightCycler detektiert und somit quantifiziert werden 
kann. Daher lassen sich Rückschlüsse auf die Expression eines Gens schließen, da es bei 
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einem stark exprimierten Gen zu einer schnelleren Zunahme der Fluoreszenz aufgrund 
der hohen Anzahl an Templates kommt. 
Durchführung: 
Folgender Reaktionsansatz (bei 4°C): 
• 5 µl Maxima SYBR Green pPCR Master Mix (2x) 
• 1 µl Primermix (0,5 µM) 
• 1 µl Template cDNA 
• 3 µl destilliertes Wasser 
 
PCR-Programm:  
Initiale Denaturierung:    10 min 95°C 
50 Zyklen:       95°C für 15 sec, 55°C für 30 sec, 72°C für 30 sec 
Detektion der Fluoreszenz:  am Ende des 72°C Schritts 
 
Schmelzkurvenanalyse: 
Denaturierung:      95°C für 10 s 
Anlagerung der Sonden:   35°C für 15 s 
Schmelzkurve:      40°C – 80°C (Heizrate 0,2°C/ s) bei kontinuierlicher 
Messung der Fluoreszenz 
 
Sämtliche Primerpaare wurden käuflich bei der Firma Qiagen erworben („QuantiTect-
Primer“): Col1A1; α-SMA; TIMP-1; MMP-2. 
3.5. Statistische Methoden 
Die statistischen Analysen wurden mit der GraphPad Prism 4.0 Software durchgeführt. 
Dabei wurden folgende Tests verwendet: 
• t-Test für abhängige Stichproben: Vergleich von gepaarten Werten, die 
normalverteilt sind 
• t-Test für unabhängige Stichproben: Vergleich von ungepaarten Werten, die 
normalverteilt sind 
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• U-Test von Mann und Whitney: Vergleich von ungepaarten Werten, die nicht 
normalverteilt sind  
• Rangkorrelation nach Spearman: Für Korrelationen mit nicht normalverteilten 
Werten  
• Korrelationskoeffizient nach Pearson: Für Korrelationen mit normalverteilten 
Werten 
Ein p-Wert ≤ 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen (*p ≤ 0.05, **p ≤ 0.01, ***p 
≤ 0.001). Die Daten sind entweder in einem Balkendiagramm (gibt den Mittelwert und 






Die in dieser Doktorarbeit gewonnen Ergebnisse wurden thematisch in vier Abschnitte 
unterteilt. Dabei wurden in den ersten beiden Teilen der Arbeit die Reinheit und der 
Aktivierungszustand der käuflich erworbenen primären HSC bestimmt, um fehlerhaften 
Ergebnissen aufgrund von Kontaminationen mit anderen Zelltypen vorzubeugen 
(Abschnitt 4.1.) Zusätzlich wurde die NK-Zell-Aktivität gegen LX-2 Zellen und primäre 
aktivierte hepatische Sternzellen (HSC) ermittelt und miteinander verglichen       
(Abschnitt 4.2.). Der dritte Abschnitt untersucht dagegen den Einfluss einer Hepatitis C-
Virus (HCV)-Infektion auf die Interaktion von NK-Zellen mit primären HSC (Abschnitt 4.3.). 
Im letzten Teil dieser Dissertation wird zudem die Bedeutung von CD4+ T-Zellen auf die 
anti-fibrotische Aktivität von NK-Zellen im Rahmen einer HIV/HCV-Koinfektion ermittelt 
(Abschnitt 4.4.). 
4.1. Charakterisierung der primären hepatischen Sternzellen 
Um den Aktivierungszustand und die Reinheit der primären HSC zu verifizieren, wurden 
Immunfluoreszenzfärbungen gegen α-SMA (α-smooth muscle actin) durchgeführt. Wie in 
Abbildung 2 zu sehen ist, weisen fast alle HSC eine starke Expression von α-SMA auf, 
wodurch eine  Aktivierung der HSC angezeigt wird. Darüber hinaus erfolgte eine weitere 
Phänotypisierung der HSC, in dem die Expression von ULBP-1 (UL16 bindendes Protein-1), 
ULPB-2, α1-Kollagen Typ1 und α-SMA mittels Durchflusszytometer bestimmt wurde 
(Abbildung 3). Dabei stellte sich heraus, dass über 99 % der HSC positiv für α-SMA waren 





Abbildung 2: Nachweis von aktivierten HSC mittels Immunfluoreszenzfärbung von α-SMA. 
Abbildung A zeigt eine Durchlichtaufnahme von primären HSC. Des Weiteren sind 
Immunfluoreszenzfärbung gegen α-SMA (lila) sowie einer Kernfärbung mittels DAPI (blau) in 
aktivierten HSC dargestellt (B/C). Zuletzt wurde eine Kontrollfärbung des in Abbildung B/C 
verwendeten 2. Antikörpers durchgeführt (D). α-SMA: α-smooth muscle actin 
 
 
Abbildung 3: Phänotypische Charakterisierung der HSC mittels Durchflusszytometer. 
Die HSC wurden mit Hilfe von Fluorochrom-gekoppelten Antikörpern auf die Expression von 
ULBP-1, ULBP-2, α1-Kollagen Typ1 und α-SMA untersucht. Die Ergebnisse sind in Histogrammen 
dargestellt, welche zusätzlich die jeweilige Isotypfärbung zeigen (A-D). Abbildung E zeigt die α-
SMA Expression in Form eines Dot Plots. Das Gate wurde anhand der Isotyp-Färbung gelegt. ULBP: 




4.2. Vergleich von LX-2 Zellen mit primären aktivierten hepatischen 
Sternzellen 
Bei LX-2 Zellen handelt es sich um eine humane hepatische Sternzellenlinie, die durch 
spontane Immortalisierung unter geringen Serumkonzentrationen aus primären Zellen 
generiert wurde und einen aktivierten Phänotypen aufweist135. Da die LX-2 Zellen bereits 
in vielen Studien Verwendung fanden, wurden diese einem phänotypischen und 
funktionellen Vergleich mit primären HSC unterzogen. 
Dazu wurden periphere NK-Zellen aus gesunden Probanden mit LX-2 Zellen bzw. 
primären HSC koinkubiert und anschließend die NK-Zell-Degranulation (CD107a) sowie 
die IFN-γ und TNFα Produktion ermittelt. Die Untersuchungen ergaben, dass NK-Zellen 
wesentlich zytotoxischer auf LX-2 als auf primäre HSC reagieren. Außerdem induzierte der 
Kontakt mit LX-2 Zellen die Zytokinproduktion in NK-Zellen, während nach Koinkubation 
mit primären HSC kaum IFN-γ oder TNFα positive NK-Zellen detektiert werden konnten 
(Abbildung 4A-C). 
Ähnlich wie der funktionelle Vergleich deckte die Phänotypisierung einige essentielle 
Unterschiede zwischen LX-2 und primären HSC auf. So exprimierten primäre HSC die 
Stressliganden MICA/B, ULBP-1 und ULBP-2 sowie die Todesrezeptoren TRAIL-Rezeptor II, 
TNFα-Rezeptor I und II sowie Fas, welche nur in sehr geringem Umfang auf LX-2 Zellen zu 
finden waren. Dagegen wurden das nicht klassische MHC-I Molekül HLA-E, das klassische 
MHC-I Molekül sowie  der Aktivierungsmarker α-SMA auf beiden Zelltypen exprimiert 






Abbildung 4: Phänotypischer und funktioneller Vergleich von LX-2 mit primären aktivierten HSC. 
Periphere NK-Zellen (50.000) aus gesunden Spendern wurden mit LX-2 Zellen oder primären 
aktivierten HSC (E:T-Verhältnis 1:1) koinkubiert und anschließend die Frequenz der CD107a (A), 
IFN-γ (B) und TNFα (C) positiven NK-Zellen bestimmt (n=8). Außerdem wurde die Expression 
wichtiger NK-Zell-Liganden und Todesrezeptoren auf den LX-2 Zellen und den primären HSC 
mittels Durchflusszytometer gemessen und als RFI (relative Fluoreszenzintensität) dargestellt (D) 
(Histogramme: siehe Abbildung 11). 
Für die statistische Analyse wurde der ungepaarte t-Test verwendet. Dabei wurde ein p-Wert von 
≤ 0,05 als statistisch signifikant betrachtet. ** p ≤ 0,01. Die Säulen zeigen den Mittelwert sowie 














4.3. Einfluss einer HCV-Infektion auf die Interaktion von NK-Zellen mit 
primären aktivierten hepatischen Sternzellen 
Im Mausmodell konnte bereits gezeigt werden, dass NK-Zellen anti-fibrotisch wirken 
können, indem sie in aktivierten HSC Apoptose auslösen. Allerdings ist es zurzeit unklar, 
ob humane NK-Zellen ebenfalls den Verlauf einer Leberfibrose beeinflussen können und 
welche Bedeutung dabei eine Hepatitis C-Infektion auf die Interaktion von NK-Zellen und 
HSC hat. 
4.3.1. Koinkubation von peripheren NK-Zellen mit hepatischen Sternzellen 
Zu Beginn der Arbeit wurden unstimulierte NK-Zellen aus HCV-infizierten Patienten 
und gesunden Probanden mit HSC koinkubiert und anschließend die Frequenz der 
CD107a, IFN-γ und TNFα positiven NK-Zellen ermittelt. Dabei zeigte sich, dass NK-Zellen 
nach Kontakt mit HSC eine signifikant erhöhte CD107a Expression aufweisen, unabhängig 
davon, ob die NK-Zellen aus gesunden oder HCV-infizierten Spendern stammen 
(Abbildung 5A). Die CD107a Expression zwischen diesen beiden Spendergruppen 
unterschied sich dagegen nur minimal. Im Gegensatz dazu wurde keine Zytokinsekretion 
in Form von IFN-γ oder TNFα nach der Koinkubation detektiert (Abbildung 5B+C). 
 
 
Abbildung 5: Erhöhte NK-Zell-Degranulation (CD107a) nach Koinkubation mit HSC. 
Periphere NK-Zellen (50.000) aus gesunden oder HCV-infizierten Probanden wurden mit HSC (E:T-
Verhältnis 1:1) koinkubiert und anschließend die Frequenz der CD107a (A), IFN-γ (B) und TNFα (C) 
positiven NK-Zellen bestimmt (gesund: n= 9; HCV: n= 6). 
Für die statistische Analyse wurde der ungepaarte t-Test verwendet. Dabei wurde ein p-Wert von 
≤ 0,05 als statistisch signifikant betrachtet. ** p ≤ 0,01; n.s. = nicht signifikant. Die Säulen zeigen 




Neben der HSC induzierten NK-Zell-Aktivität wurde ebenfalls der Anteil der 
apoptotischen HSC nach Koinkubation mit NK-Zellen mittels intrazellulärer aktiver 
Caspase-3 Färbung untersucht. Interessanterweise wurde hierbei eine signifikant erhöhte 
Frequenz an apoptotischen HSC nach Koinkubation mit NK-Zellen aus behandlungsnaiven 
HCV-infizierten Patienten gefunden, während NK-Zellen aus gesunden Spendern kaum in 
der Lage waren, Apoptose in HSC zu induzieren. Des Weiteren waren NK-Zellen aus 
Patienten, die aktuell eine IFN-α/Ribavirin (RBV) Therapie erhielten, sogar noch effektiver, 
Apoptose in HSC auszulösen. Wurden dagegen NK-Zellen aus Patienten entnommen, die 
ein dauerhaftes virologisches Ansprechen (SVR, engl. sustained virological response) nach 
einer IFN-α/RBV Therapie zeigten, entsprach der Anteil der apoptotischen HSC nach 
Koinkubation dem der gesunden Gruppe ([arithmetisches Mittel ±Standardfehler] gesund: 
6,2 ±0,6 %; therapienaiv: 17,8 ±1,9 %; HCV unter Therapie (IFN-α/RBV): 27,6 ±2,8 %; SVR: 
9,8 ±0,8 %) (Abbildung 6A). 
Um die im Caspase-3 Assays gewonnen Ergebnisse zu bestätigen, wurden zusätzlich 
noch ein TUNEL- (Abbildung 6B) und ein PARP-Assay (Abbildung 6C) durchgeführt, welche 











Abbildung 6: NK-Zellen aus HCV-infizierten Patienten induzieren effektiv Apoptose in 
aktivierten HSC. 
Nach Koinkubation von peripheren NK-Zellen (200.000) aus verschiedenen Patientengruppen mit 
primären HSC (E:T-Verhältnis 10:1) wurde der Anteil der apoptotischen HSC mittels intrazellulärer 
aktiver Caspase-3 Färbung ermittelt (gesund: n= 12; HCV therapienaiv: n= 24; HCV unter Therapie 
(IFN-α/RBV): n= 14; SVR: n=16) (A). Zur Verifizierung der Daten wurde ein TUNEL- (B) bzw. PARP-
Assay (C) durchgeführt (TUNEL: gesund: n= 5; therapienaiv: n= 9 / PARP: gesund: n= 6; 
therapienaiv: n= 6). SVR: dauerhaftes virologisches Ansprechen 
Für die statistische Analyse wurde der ungepaarte t-Test verwendet. Dabei wurde ein p-Wert von 
≤ 0,05 als statistisch signifikant betrachtet. * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01; *** p ≤ 0,001 
 
4.3.2. Untersuchung von NK-Zellen aus Lebertransplantaten 
Die in Abschnitt 4.3.1. beschriebene Beobachtung, dass NK-Zellen aus HCV-infizierten 
Patienten in der Lage sind, effektiv Apoptose in HSC zu induzieren, wurde durch die 
Analyse von NK-Zellen aus dem peripheren Blut gewonnen. Um einen besseren Einblick in 
die tatsächliche in vivo Situation zu erhalten, wurden intrahepatische NK-Zellen aus 
explantierten, HCV-infizierten Lebern gewonnen und mit HSC koinkubiert. Hierbei zeigte 
sich, dass intrahepatische NK-Zellen aus HCV-infizierten Patienten ebenfalls im Stande 






Abbildung 7: Intrahepatische NK-Zellen aus HCV-Patienten induzieren Apoptose in HSC. 
Nach Koinkubation von intrahepatischen NK-Zellen (200.000) aus explantierten Lebern von HCV-
Patienten wurde der Anteil der apoptotischen HSC mittels intrazellulärer aktiver Caspase-3 
Färbung ermittelt (E:T-Verhältnis 10:1; HCV: n= 3) (A). Abbildung B zeigt repräsentative Dot-Plots 
der aktiven Caspase-3-Färbung in HSC nach Messung im Durchflusszytometer. iNK: 
intrahepatische NK-Zellen 
 
Als Nächstes sollte untersucht werden, ob apoptotische HSC tatsächlich in der HCV-
infizierten Leber vorkommen. Dazu wurden Gewebeschnitte aus den explantierten HCV-
infizierten Leberproben angefertigt, in denen apoptotische HSC mittels 
Immunfluoreszenzfärbung gegen aktive Caspase-3 und α-SMA nachgewiesen werden 
sollten. Dabei konnten Zellen in den Gewebeschnitten identifiziert werden, die sowohl 
aktive Caspase-3 als auch α-SMA positiv waren und somit einen Hinweis für das 






Abbildung 8: Nachweis von apoptotischen HSC in humanen Leberschnitten mittels 
Immunfluoreszenzfärbung. 
Exemplarische Darstellung einer Immunfluoreszenzfärbung von α-SMA (lila), aktiver Caspase-3 
(grün) und Zellkernen (blau) in einem Gewebeschnitt aus einer humanen HCV-infizierten Leber. 
Der Pfeil zeigt dabei eine aktive Caspase-3 und α-SMA positive Zelle an. 
 
4.3.3. Die in vitro NK-Zell-Aktivität gegen HSC korreliert invers mit dem Fibrosestatus 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass NK-Zellen aus HCV-infizierten Patienten in der 
Lage sind, effektiv Apoptose in HSC zu induzieren (Abbildung 6A), wurden verschiedene 
klinische Parameter der Patienten mit der jeweiligen gemessenen NK-Zell-Aktivität 
korreliert. Dabei konnte kein Zusammenhang zwischen den Leberwerten ALT, AST und    
γ-GT sowie der NK-Zell-Aktivität beobachtet werden. Auch das Geschlecht, die Viruslast 
und der HCV-Genotyp hatten keinen Einfluss auf die anti-HSC Aktivität der NK-Zellen. 
Allerdings stellte sich heraus, dass der Fibrosestatus der Patienten negativ mit der NK-
Zell-Aktivität korreliert. Dies bedeutet, dass NK-Zellen aus Patienten, deren Leber starke 
fibrotische Veränderungen zeigte, deutlich weniger effektiv Apoptose in HSC induzierten 
als NK-Zellen aus Patienten mit einer leichten oder keiner Leberfibrose (Abbildung 9A). 




die keine IFN-α/RBV Therapie erhielten. Im Gegensatz dazu konnte bei der IFN-γ/RBV 




Abbildung 9: Die in vitro NK-Zell-Aktivität gegen HSC korreliert invers mit dem Fibrosestatus. 
Die in Abbildung 6A ermittelte NK-Zell-Aktivität von unbehandelten (A) bzw. IFN-α/RBV 
behandelten HCV-Patienten (B) wurde gegen den jeweiligen Leberfibrosestatus des Probanden 
aufgetragen. Dabei erfolgte die Klassifizierung des Fibrosegrades anhand des METAVIR-Scores. 
 
4.3.4. Bei der HSC Apoptose-Induktion durch NK-Zellen spielen NKG2D, TRAIL und 
FasL eine wichtige Rolle 
Im Folgenden sollte geklärt werden, welche Rezeptor/Ligandenpaare bei der 
Interaktion von NK-Zellen aus HCV-Patienten und HSC von Bedeutung sind. Dazu wurden 
zunächst Transwell-Experimente durchgeführt, um aufzuklären, ob die Apoptose-
Induktion durch lösliche Faktoren oder durch Zell-Zell-Kontakt vermittelt wird. Hierzu 
wurden NK-Zellen entweder direkt auf die HSC gegeben oder durch eine 
Transwellmembran räumlich von den HSC getrennt, so dass nur lösliche Faktoren die 
Membran passieren können. Dabei stellte sich heraus, dass NK-Zellen den direkten Zell-
Zell-Kontakt benötigen, um den Apoptoseprozess in HSC auszulösen, da die räumlich 
getrennten NK-Zellen nicht in der Lage waren, Apoptose in den HSC zu induzieren. Dies 
galt sowohl für NK-Zellen aus behandlungsnaiven als auch aus IFN-α/RBV behandelten 





Abbildung 10: Die NK-Zell vermittelte Apoptose-Induktion in HSC ist Zell-Zell-Kontakt abhängig. 
NK-Zellen (200.000) wurden entweder direkt auf die HSC gegeben oder mit Hilfe einer 
Transwellmembran (0,4 µm Porendurchmesser) von den HSC räumlich getrennt koinkubiert (E:T-
Verhältnis 10:1). Dabei benötigten sowohl NK-Zellen aus behandlungsnaiven (A) als auch aus IFN-
α/RBV behandelten HCV-Patienten (B) Zell-Zell-Kontakt, um Apoptose in HSC auszulösen 
(unbehandelt: n= 4; IFN-α/RBV: n= 3). 
Für die statistische Analyse wurde der ungepaarte t-Test verwendet. Dabei wurde ein p-Wert von 
≤ 0,05 als statistisch signifikant betrachtet. ** p ≤ 0,01. Die Säulen zeigen den Mittelwert sowie 
den Standardfehler des Mittelwertes an. 
 
Als nächstes wurde die Expression von verschiedenen Oberflächenproteinen auf den 
HSC analysiert, die Apoptosesignale transduzieren bzw. NK-Zellen aktivieren. Wie in der 
Abbildung 11 gezeigt, konnte eine starke Expression von ULBP-2, MICA/B, MHC-I, TRAIL-
Rezeptor II, TNFα-Rezeptor I und Fas nachgewiesen werden. Dagegen waren ULBP-1/3, 






Abbildung 11: Phänotypische Charakterisierung von HSC mittels Durchflusszytometrie. 
Es wurden verschiedene Oberflächenproteine auf primären aktivierten HSC mit Fluorochrom 
gekoppelten Antikörpern markiert und im Durchflusszytometer analysiert. Die Ergebnisse sind in 
Histogrammen dargestellt, welche zusätzlich die jeweilige Isotypfärbung zeigen (RFI-Werte: siehe 
Abbildung 4D). 
 
Im Anschluss wurden eine Reihe von Blockierungsexperimenten durchgeführt, um die 
bei der Apoptose-Induktion beteiligten Faktoren näher definieren zu können. Dazu 
wurden vor und während der Koinkubation neutralisierende Antikörper hinzugegeben. Es 
stelle sich heraus, dass die blockierenden Antikörper gegen TRAIL, NKG2D und FasL in der 
Lage waren, die Apoptose-Induktion durch NK-Zellen aus HCV-Patienten signifikant zu 
hemmen (Abbildung 12A-C). Ebenso konnte ein additiver Effekt beobachtet werden, 
wenn sowohl TRAIL als auch NKG2D und/oder FasL blockiert wurden (Abbildung 12D). 
Dagegen ließ sich die NK-Zell-Degranulation (CD107a) bereits effektiv durch Zugabe eines 
NKG2D Antikörpers blockieren. 
Zusätzlich wurde die NKG2D-Expression auf NK-Zellen sowie der Frequenz an NKG2D 
positiven NK-Zellen bestimmt. Dabei konnte allerdings kein Unterschied zwischen HCV-






   
Abbildung 12: TRAIL, NKG2D und FasL spielen eine wichtige Rolle bei der NK-Zell vermittelten 
Apoptose-Induktion in HSC. 
Während der Koinkubation von NK-Zellen (200.000) aus HCV-Patienten und HSC wurde ein 
blockierender TRAIL- (A), NKG2D- (B) oder FasL- (C) Antikörper (10 µg/ml) hinzugefügt. Danach 
wurde der Anteil der apoptotischen HSC (aktive Caspase-3 positiv) ermittelt und mit der 
jeweiligen Apoptose-Induktion durch unblockierte NK-Zellen verglichen (E:T-Verhältnis 10:1). 
Abbildung D zeigt den Effekt einer kombinierten Blockade von TRAIL, NKG2D und FasL (n= 4) (D). 
Außerdem wurde der Einfluss von NKG2D auf die NK-Zell-Degranulation (CD107a) bestimmt (n= 4) 
(E). Darüber hinaus wurde die Frequenz der NKG2D positiven NK-Zellen (F) und die Expression von 
NKG2D auf NK-Zellen aus gesunden und HCV-Patienten (G) analysiert. 
Für die statistische Analyse wurde der gepaarte t-Test verwendet. Dabei wurde ein p-Wert von ≤ 
0,05 als statistisch signifikant betrachtet. * p ≤ 0,05. Die Säulen zeigen den Mittelwert sowie den 




4.3.5. Die Bedeutung von IFN-α auf die anti-HSC Aktivität von NK-Zellen 
In früheren Arbeiten konnte bereits gezeigt werden, dass IFN-α in der Lage ist, die 
Aktivität von NK-Zellen zu erhöhen85,91. Diese Beobachtung spiegelt sich ebenfalls in den 
in Abbildung 6 dargestellten Experimenten wieder, wo NK-Zellen aus IFN-α behandelten 
Patienten die stärkste anti-HSC Aktivität aller untersuchten Patientengruppen aufwiesen. 
Daher sollte nun überprüft werden, ob IFN-α tatsächlich die anti-fibrotische Aktivität von 
NK-Zellen beeinflusst. 
Zu diesem Zweck wurden NK-Zellen aus gesunden Spendern mit verschiedenen 
Konzentrationen an rekombinantem IFN-α (0 – 5000 U/ml) behandelt und nach 16 h mit 
HSC koinkubiert. Wie in Abbildung 13A dargestellt, konnte eine dosisabhängige 
Aktivierung der NK-Zellen durch IFN-α nachgewiesen werden, da diese deutlich effektiver 
Apoptose in HSC auslösten. Darüber hinaus wurde eine erhöhte TRAIL-Expression nach 
IFN-α Behandlung gemessen, während die FasL-Expression nicht beeinflusst wurde 
(Abbildung 13B). Im Einklang mit diesen Ergebnissen ließ sich der Apoptoseprozess in HSC  
mit rekombinantem TRAIL induzieren. Die Zugabe von rekombinantem FasL löste dagegen 
deutlich weniger effektiv Apoptose in HSC aus (Abbildung 13C). Zusätzlich ergaben 
Blockierungsexperimente, dass sowohl TRAIL als auch NKG2D eine entscheidende Rolle 
bei der anti-HSC Aktivität durch IFN-α stimulierten NK-Zellen spielen, da die Blockierung 







Abbildung 13: IFN-α stimuliert die anti-fibrotische Aktivität von NK-Zellen. 
NK-Zellen (200.000) aus gesunden Probanden wurden über Nacht mit verschiedenen Dosen 
rekombinantem IFN-α behandelt und anschließend mit HSC koinkubiert (E:T-Verhältnis 10:1). 
Nach 6h wurde dann die Frequenz der apoptotischen HSC (aktive Caspase-3 positiv) bestimmt (n= 
5) (A). Außerdem wurde die TRAIL- und FasL-Expression auf gesunden NK-Zellen nach IFN-α 
Stimulation [5000 U/ml] gemessen (n= 4) (B). Abbildung C zeigt dagegen den Einfluss von 
rekombinantem humanem TRAIL oder FasL auf die HSC-Apoptoserate (C). In Abbildung D wurden 
Blockierungsexperimente durchgeführt, in dem vor und während der Koinkubation mit IFN-α 
stimulierte NK-Zellen blockierende Antikörper (10 µg/ml)  gegen NKG2D, TRAIL und FasL 
hinzugefügt wurden (n= 5) (D). 
Für die statistische Analyse wurde der gepaarte t-Test verwendet. Dabei wurde ein p-Wert von ≤ 
0,05 als statistisch signifikant betrachtet. * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01. Die Säulen zeigen den Mittelwert 











4.4. Die Bedeutung von CD4+ T-Zellen auf die anti-fibrotische Aktivität 
von NK-Zellen im Rahmen der HIV/HCV-Koinfektion 
In den letzten Jahren hat eine große Anzahl von Studien eine negative Korrelation 
zwischen der CD4+ T-Zellzahl und dem Grad der Leberfibrose bei einer HIV/HCV-
Koinfektion gefunden. Dabei zeigte sich, dass eine niedrige CD4+ T-Zellzahl mit einer 
fortgeschrittenen Leberfibrose einherging, während höhere CD4+ T-Zellzahlen in der Regel 
mit niedrigeren Fibrosegraden assoziiert waren. Allerdings ist bisher unklar, durch welche 
Mechanismen CD4+ T-Zellen die Entwicklung einer Leberfibrose beeinflussen können.  
4.4.1. Eine geringe CD4+ T-Zellzahl geht mit einer fortgeschrittenen Leberfibrose 
einher 
Zur erneuten Bestätigung dieser Beobachtung wurde eine Querschnittsstudie mit 102 
HIV/HCV-Patienten durchgeführt, bei denen die Ergebnisse eines Fibroscan sowie die zu 
diesem Zeitpunkt ermittelte CD4+ Zellzahl vorlagen.  Die Patienten wurden anhand der 
CD4+ Zellzahl in drei Gruppen unterteilt (>400 Zellen/µl; 200-400 Zellen/µl; <200 
Zellen/µl), welchen anschließend die jeweilige Leber-Steifigkeit des Patienten zugeordnet 
wurde.  Die Ergebnisse sind in Abbildung 14 zusammengefasst und offenbaren ebenfalls 
















Abbildung 14: Die CD4+ T-Zellzahl korreliert invers mit der Leber-Steifigkeit. 
102 HIV/HCV-Patienten wurden anhand der CD4+ T-Zellzahl, die im Rahmen des routinemäßig 
durchgeführten Differentialblutbildes ermittelt wurden, in drei Gruppen unterteilt (>400 
Zellen/µl; 200-400 Zellen/µl; < 200 Zellen/µl). Bei allen Patienten wurde zu dem Zeitpunkt der 
Blutabnahme ebenfalls die Leber-Steifigkeit mittels Fibroscan bestimmt und mit der CD4+ T-
Zellzahl korreliert. 
Für die statistische Analyse wurde der ungepaarte t-Test verwendet. Dabei wurde ein p-Wert von 
≤ 0,05 als statistisch signifikant betrachtet. * p ≤ 0,05; *** p ≤ 0,001. Die Säulen zeigen den 
Mittelwert sowie den Standardfehler des Mittelwertes an. 
 
4.4.2. CD4+ T-Zellen haben eine geringe direkte anti-fibrotische Aktivität 
Um die Rolle von CD4+ T-Zellen bei der Fibroseprogression  näher zu bestimmen, 
wurde zuerst die direkte anti-fibrotische Aktivität von CD4+ T-Zellen untersucht. Dazu 
wurde entweder eine zunehmende Anzahl von CD3/CD28 stimulierte CD4+ T-Zellen aus 
gesunden Probanden oder der daraus resultierende Überstand mit aktivierten HSC 
koinkubiert. Die nachfolgende Analyse der aktiven Caspase-3 positiven HSC ergab, dass 
CD4+ T-Zellen nur bei sehr hohen Zellzahlen in der Lage waren, in geringem Umfang 
Apoptose in HSC zu induzieren (Abbildung 15A). Der CD4+ T-Zell-Überstand hatte dagegen 
überhaupt keinen Einfluss auf die HSC-Apoptoserate (Abbildung 15B). Dies deutet darauf 






Abbildung 15: Aktivierte CD4+ T-Zellen sowie CD4+ T-Zell-Überstand lösen kaum Apoptose in 
aktivierten HSC aus. 
HSC (20.000) wurden mit einer zunehmenden Anzahl von CD3/CD28 aktivierten CD4+ T-Zellen aus 
gesunden Spendern koinkubiert und anschließend der Anteil der apoptotischen HSC (aktive 
Caspase-3 positiv) ermittelt (n= 3) (A). Zusätzlich wurde der Überstand der CD3/CD28 aktivierten 
CD4+ T-Zellen auf HSC gegeben und ebenfalls die HSC-Apoptoserate gemessen (n= 3) (B). 
Die Säulen zeigen den Mittelwert sowie den Standardfehler des Mittelwertes an. 
 
4.4.3. Der Überstand von CD3/CD28 aktivierten CD4+ T-Zellen induziert effektiv die 
anti-fibrotische Aktivität von NK-Zellen 
Da keine direkte anti-fibrotische Aktivität durch CD4+ T-Zellen nachgewiesen werden 
konnte, wurde nun der Einfluss von CD4+ T-Zellen auf die anti-HSC Aktivität von NK-Zellen 
analysiert. Wie bereits in Abschnitt 4.3. erläutert, besitzen NK-Zellen durch Apoptose-
Induktion in HSC eine direkte anti-fibrotische Aktivität. Zu diesem Zweck wurden NK-
Zellen aus gesunden Probanden in dem Überstand von autologen, CD3/CD28 stimulierten 
CD4+ T-Zellen kultiviert und im Anschluss erneut mit HSC koinkubiert. Um die Stärke der 
NK-Zell-Aktivität zu ermitteln wurde die NK-Zell-Degranulation, IFN-γ Sekretion sowie die 
HSC-Apoptoserate gemessen. Hierbei zeigte sich, dass die Kultivierung mit CD4+ T-Zell-
Überstand in einer starken NK-Zell-Aktivierung resultierte, die darüber hinaus mit der 
Anzahl der stimulierten CD4+ T-Zellen korrelierte. Dabei stieg der Anteil der CD107a und 
IFN-γ positiven NK-Zellen deutlich an, je mehr CD4+ T-Zellen verwendet wurden. Diese 






Abbildung 16: Der Überstand von CD3/CD28 stimulierten CD4+ T-Zellen induziert effektiv die 
anti-fibrotische Aktivität von NK-Zellen. 
NK-Zellen (100.000) aus gesunden Spendern wurden mit dem Überstand von autologen, 
CD3/CD28 aktivierten CD4+ T-Zellen (80.000) stimuliert und im Anschluss mit HSC koinkubiert (E:T-
Verhältnis 5:1). Danach wurde die Frequenz der CD107a (A) und IFN-γ (B) positiven NK-Zellen 
sowie die HSC-Apoptoserate (C) bestimmt (n= 3). 
Die Säulen zeigen den Mittelwert sowie den Standardfehler des Mittelwertes an. 
 
4.4.4. CD4+ T-Zellen induzieren die anti-fibrotische Aktivität von NK-Zellen durch IL-2 
Sekretion 
Nachdem eine indirekte anti-fibrotische Aktivität von CD4+ T-Zellen durch die 
Aktivierung von NK-Zellen nachgewiesen werden konnte, sollte nun geklärt werden, 
welche Faktoren hierbei involviert sind. Da bereits der CD4+ T-Zell-Überstand ausreicht, 
um die NK-Zellen zu aktivieren, ließ sich ein Zell-Zell-Kontakt vermittelter Mechanismus 
ausschließen. Wie allgemein beschrieben, geht eine Aktivierung von CD4+ T-Zellen über 
den T-Zell-Rezeptor mit einer starken IL-2 Sekretion einher. IL-2 wiederum ist als starker 




experimente überprüft, indem der CD4+ T-Zell-Überstand mit verschiedenen 
Konzentrationen eines blockierenden IL-2 Antikörpers versetzt wurde, bevor die NK-
Zellen damit stimuliert wurden. Es zeigte sich, dass die Zugabe des IL-2 Antikörpers 
dosisabhängig die NK-Zell-Degranulation, IFN-γ Sekretion sowie die NK-Zell vermittelte 
HSC Apoptose-Induktion signifikant reduzieren konnte (Abbildung 17). 
 
 
Abbildung 17: Die Zugabe eines blockierenden IL-2 Antikörpers in den CD4+ T-Zell-Überstand 
reduziert die anti-HSC-Aktivität von NK-Zellen. 
Dem Überstand von CD3/CD28 aktivierten CD4+ T-Zellen (80.000) wurde vor der NK-Zell-
Stimulation verschiedene Konzentrationen eines blockierenden IL-2 Antikörpers hinzugefügt. 
Nach der Koinkubation  mit HSC (20.000) wurde die NK-Zell-Degranulation (A), IFN-γ-Sekretion (B) 
und HSC-Apoptoserate (C) ermittelt und mit der NK-Zell-Aktivität nach Stimulation mit 
unblockiertem CD4+ T-Zell-Überstand verglichen (E:T-Verhältnis 5:1; n= 4). 
Für die statistische Analyse wurde der gepaarte t-Test verwendet. Dabei wurde ein p-Wert von ≤ 
0,05 als statistisch signifikant betrachtet. * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01. Die Säulen zeigen den Mittelwert 
sowie den Standardfehler des Mittelwertes an. 
 
Dass IL-2 tatsächlich in der Lage ist, die anti-HSC Aktivität von NK-Zellen zu erhöhen, 
konnte  mit rekombinantem IL-2 nachgewiesen werden. Hier wurde eine dosisabhängige 
Aktivierung der NK-Zellen gefunden, da die Anzahl der CD107a positiven NK-Zellen sowie 





Abbildung 18: IL-2 induziert die anti-HSC Aktivität von NK-Zellen. 
NK-Zellen (100.000) aus gesunden Probanden wurden vor der Koinkubation mit HSC (E:T-
Verhältnis 5:1) mit ansteigenden Konzentrationen an rekombinantem IL-2 stimuliert, was in einer 
erhöhten NK-Zell-Degranulation (A) und HSC-Apoptoserate (B) resultierte (n= 4). 
Die Säulen zeigen den Mittelwert sowie den Standardfehler des Mittelwertes an. 
 
Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Frequenz der IL-2(+) CD4+ T-Zellen 
nach Stimulation positiv mit der NK-Zell-Degranulation oder HSC-Apoptoserate korrelierte 
(Abbildung 19). Zusammen mit den IL-2 Blockierungen sowie der Stimulation mit 
rekombinantem IL-2 deuten diese Ergebnisse daher auf eine entscheidende Rolle des IL-2 
bei der CD4+ T-Zell vermittelten anti-HSC Aktivität von NK-Zellen hin. 
 
 
Abbildung 19: Die Frequenz IL-2 positiver CD4+ T-Zellen korreliert mit der anti-fibrotischen 
Aktivität von NK-Zellen. 
Es wurde die Frequenz der IL-2 positiven CD4+ T-Zellen aus Abbildung 24A gegen die Anzahl der 
CD107a positiven NK-Zellen aufgetragen, die mit dem jeweiligen CD4+ T-Zell-Überstand stimuliert 
wurden (n= 12) (A). Zusätzlich wurde der Anteil der apoptotischen HSC mit der Frequenz der IL-2 
positiven CD4+ T-Zellen korreliert (n= 15) (B). 




Zuletzt wurden CD4+ T-Zellen vor der CD3/CD28 Stimulation mit 34 Gray bestrahlt, 
wodurch u.a. die Zytokinsynthese infolge der DNA-Schäden beeinträchtig wird. Nach der 
Stimulation wurde entweder der intrazelluläre IL-2 Gehalt in den CD4+ T-Zellen gemessen 
oder der Überstand zur NK-Zell-Kultivierung verwendet, welche dann mit HSC koinkubiert 
wurden. Wie erwartet, hatte die Bestrahlung eine gestörte IL-2 Synthese sowie eine 
verminderte Aktivierung der NK-Zellen zur Folge, da die Anzahl der CD107a positiven NK-
Zellen und apoptotischen HSC deutlich verringert war (Abbildung 20). 
 
 
Abbildung 20: CD4+ T-Zellen, die vor der Stimulation bestrahlt wurden, besitzen eine 
verminderte IL-2-Sekretion und induzieren weniger effektiv die anti-HSC Aktivität von NK-
Zellen. 
Nach Bestrahlung mit 34 Gray wurden CD4+ T-Zellen (80.000) mit CD3/CD28 gekoppelten Beads 
stimuliert. Im Anschluss wurde entweder der Anteil der IL-2 positiven CD4+ T-Zellen ermittelt (A) 
oder NK-Zellen (50.000) mit dem resultierenden Überstand stimuliert, welche am nachfolgenden 
Tag mit HSC koinkubiert wurden (E:T-Verhältnis 5:1; n=3) (B/C).  
Für die statistische Analyse wurde der gepaarte t-Test verwendet. Dabei wurde ein p-Wert von ≤ 
0,05 als statistisch signifikant betrachtet. * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01. Die Säulen zeigen den Mittelwert 
sowie den Standardfehler des Mittelwertes an. 
 
4.4.5. NKG2D spielt eine entscheidende Rolle bei der CD4+ T-Zell induzierten anti-
fibrotischen Aktivität von  NK-Zellen 
Wie im ersten Abschnitt dieser Arbeit bereits dargelegt wurde, spielen NKG2D, TRAIL 
und FasL eine wichtige Rolle bei der NK-Zell vermittelten Apoptose-Induktion in HSC. 
Daher wurde nun untersucht, ob die Kultivierung von NK-Zellen mit IL-2 die Expression 
dieser Proteine beeinflusst. Zu diesem Zweck wurden NK-Zellen aus gesunden Spendern 
mit ansteigenden Konzentrationen an rekombinantem IL-2 behandelt und nachfolgend 




ergaben einen dosisabhängigen Anstieg der NKG2D-Expression auf NK-Zellen, während 
FasL nicht durch IL-2 beeinflusst wurde. Die Expression von TRAIL war im Vergleich zu 
unstimulierten NK-Zellen zwar ebenfalls erhöht, allerdings konnte auf unstimulierten NK-
Zellen kein TRAIL detektiert werden, so dass die Expression nach IL-2 Behandlung immer 
noch gering war (Abbildung 21A-C). Um die Bedeutung dieser drei Faktoren zu 
untermauern, wurden erneut Blockierungsexperimente durchgeführt, in dem 
neutralisierende Antikörper vor und während der Koinkubation mit IL-2 stimulierten NK-
Zellen hinzugefügt wurden. Hierbei konnten die Ergebnisse der Expressionsanalyse 
bestätigt werden, da nur die NKG2D-Blockade zu einer signifikanten Abnahme der NK-Zell 
induzierten HSC Apoptose führte, während TRAIL und FasL im Vergleich zur 
Isotypkontrolle keinen Einfluss hatten  (Abbildung 21D). 
 
 
Abbildung 21: IL-2 führt zu einer erhöhten NKG2D-Expression auf NK-Zellen. 
NK-Zellen aus gesunden Probanden wurden mit verschiedenen IL-2 Konzentrationen kultiviert. 
Nach 16h wurde die Expression von NKG2D, TRAIL und FasL mittels Durchflusszytometrie 
analysiert (n= 3) (A-C). Alternativ wurden NKG2D, TRAIL und FasL blockiert (jeweils 10 µg/ml 
Antikörper), während die stimulierten NK-Zellen (100.000) mit HSC koinkubiert wurden (E:T-
Verhältnis 5:1; n= 6) (D). 
Für die statistische Analyse wurde der gepaarte t-Test verwendet. Dabei wurde ein p-Wert von ≤ 
0,05 als statistisch signifikant betrachtet. * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01. Die Säulen zeigen den Mittelwert 




Im nächsten Schritt wurde nun der Einfluss des CD4+ T-Zell-Überstandes auf NK-Zellen 
analysiert. Dabei stellte sich heraus, dass die Kultivierung von NK-Zellen in CD4+ T-Zell-
Überstand ebenfalls zu einer Hochregulation des NKG2D-Rezeptors führte, während die 
Expression von FasL nicht beeinflusst wurde. Im Gegensatz dazu wurde TRAIL nach 
Zugabe des CD4+ T-Zell-Überstandes im Vergleich zu rekombinantem IL-2 etwas stärker 
exprimiert (Abbildung 22A-C). Dies spiegelte sich auch in den Blockierungsexperimenten 
wieder, wo die Zugabe eines TRAIL-Antikörpers während der Koinkubation zu einer 
leichten, allerdings nicht signifikante Reduktion der NK-Zell induzierten HSC-Apoptose 
führte. Im Unterschied dazu bewirkte der blockierende NKG2D-Antikörper eine 
signifikante Abnahme der Apoptoserate (Abbildung 22D). 
 
 
Abbildung 22: Kultivierung von NK-Zellen in CD4+ T-Zell-Überstand führt zu einer erhöhten 
NKG2D-Expression. 
NK-Zellen aus gesunden Spendern wurden mit dem Überstand von CD3/CD28 aktivierten CD4+ T-
Zellen (80.000) kultiviert. Nach 16h wurde die Expression von NKG2D, TRAIL und FasL mit Hilfe des 
Durchflusszytometers ermittelt (n= 3) (A-C). Alternativ wurden NKG2D, TRAIL und FasL blockiert 
(jeweils 10 µg/ml Antikörper), während die NK-Zellen (100.000) mit HSC koinkubiert wurden (E:T-
Verhältnis 5:1; n= 4) (D). 
Für die statistische Analyse wurde der gepaarte t-Test verwendet. Dabei wurde ein p-Wert von ≤ 
0,05 als statistisch signifikant betrachtet. * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01. Die Säulen zeigen den Mittelwert 




Da dem aktivierenden NK-Zell-Rezeptor NKG2D eine entscheidende Bedeutung bei der  
CD4+ T-Zell vermittelten Aktivierung von NK-Zellen nachgewiesen werden konnte, wurde 
nun nach Hinweisen gesucht, welche die in vivo Relevanz dieser Beobachtung  
unterstreichen. Interessanterweise konnte in diesem Zusammenhang eine positive 
Korrelation zwischen der Anzahl der NKG2D(+) NK-Zellen und der CD4+ T-Zellzahl in HIV- 
und HIV/HCV-Patienten gefunden werden (Abbildung 23A). Zusätzlich war die Frequenz 
der NKG2D(+) NK-Zellen bei Patienten mit einer HIV-Mono- bzw. HIV/HCV-Koinfektion im 




Abbildung 23: Die CD4+ T-Zellzahl korreliert positiv mit der Frequenz der NKG2D(+) NK-Zellen. 
Es wurde die CD4+ T-Zellzahl, die im Rahmen des routinemäßig durchgeführten 
Differentialblutbildes ermittelt wurden, gegen den Anteil der NKG2D(+) NK-Zellen des jeweiligen 
HIV- bzw. HIV/HCV-Patienten aufgetragen (n= 18) (A). Außerdem wurde die prozentuale 
Häufigkeit der NKG2D positiven NK-Zellen bei HCV-, HIV-, HIV/HCV-Patienten sowie gesunden 
Probanden gemessen (B) (gesund: n= 16; HCV: n= 21; HIV/HCV: n= 12; HIV: n= 8). 
Für die statistische Analyse wurde der Korrelationskoeffizient nach Pearson bzw. der ungepaarte 
t-Test verwendet. Dabei wurde ein p-Wert von ≤ 0,05 als statistisch signifikant betrachtet. ** p ≤ 









4.4.6. CD4+ T-Zellen aus HIV/HCV-koinfizierten Patienten induzieren weniger effektiv 
die anti-fibrotische Aktivität von NK-Zellen 
Zum Abschluss der Arbeit wurde die Frequenz der IL-2 positiver CD4+ T-Zellen nach 
CD3/CD28 Stimulation ermittelt, um mögliche Unterschiede zwischen HCV-
monoinfizierten und HIV/HCV-koinfizierten Patienten sowie gesunden Spendern 
aufzudecken. Dazu wurden periphere mononukleäre Blutzellen (PBMC) für 6h mit 
CD3/CD28 gekoppelten Beads stimuliert. Anschließend wurde der Anteil der IL-2 positiven 
CD4+ T-Zellen mittels intrazellulärer IL-2 Färbung und Analyse im Durchflusszytometer 
ermittelt. Dabei zeigte sich, dass die Frequenz der IL-2 positiven CD4+ T-Zellen im 
Vergleich zu HCV-monoinfizierten und gesunden Probanden bei HIV/HCV-koinfizierten 
Patienten signifikant verringert war (Abbildung 24A). Im Einklang mit dieser Beobachtung 
induzierten CD4+ T-Zellen aus HIV/HCV-koinfizierten Patienten weniger effektiv die anti-
fibrotische Aktivität von gesunden NK-Zellen als CD4+ T-Zellen aus HCV-infizierten oder 
gesunden Spendern (Abbildung 24B). Darüber hinaus besaßen NK-Zellen aus HIV/HCV-
koinfizierten Patienten im Vergleich zu NK-Zellen aus HCV-monoinfizierten Patienten eine 
signifikant geringere anti-HSC-Aktivität, wenn diese mit CD4+ T-Zell-Überstand aus 
gesunden Probanden stimuliert wurden (Abbildung 24C). Interessanterweise war der 
Unterschied bei der CD4+ T-Zell induzierten NK-Zell-Aktivierung noch ausgeprägter, wenn 











Abbildung 24: CD4+ T-Zellen aus HIV/HCV-Patienten weisen eine verminderte IL-2 Sekretion auf. 
Nach Stimulation von PBMC (200.000) aus verschiedenen Patientengruppen mit CD3/CD28 
gekoppelten Beads wurde die Frequenz der IL-2 positiven CD4+ T-Zellen ermittelt (A) (gesund: n= 
13; HCV: n= 12; HIV/HCV: n= 9). Zusätzlich wurden mit dem CD4+ T-Zell-Überstand NK-Zellen 
(100.000) stimuliert, welche anschließend mit HSC koinkubiert wurden (E:T-Verhältnis 5:1). Dabei 
wurden entweder gesunde NK-Zellen mit dem Überstand von aktivierten CD4+ T-Zellen (80.000) 
aus den verschiedenen Patientengruppen stimuliert (B) oder es wurde der Überstand von 
gesunden CD4+ T-Zellen verwendet, um die NK-Zellen aus verschiedenen Patientengruppen zu 
aktivieren (C). In der letzten Abbildung stammen dagegen sowohl NK-Zellen als auch CD4+ T-Zellen 
aus dem gleichen Spender (D) (gesund: n= 10; HCV: n= 7; HIV/HCV: n= 10). 
Für die statistische Analyse wurde der ungepaarte t-Test verwendet. Dabei wurde ein p-Wert von 
≤ 0,05 als statistisch signifikant betrachtet. * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01; n.s. = nicht signifikant. Die 
Säulen zeigen den Mittelwert sowie den Standardfehler des Mittelwertes an. 
 
Zuletzt sollte überprüft werden, ob auch unstimulierte NK-Zellen aus HIV/HCV-
koinfizierten Patienten eine gestörte anti-fibrotischen Aktivität besitzen. Dazu wurden  
periphere NK-Zellen aus verschiedenen Patientengruppen mit aktivierten HSC 
koinkubiert. Die Messung der apoptotischen HSC ergab, dass NK-Zellen aus HIV/HCV-
koinfizierten Patienten eine deutlich geringere anti-fibrotische Aktivität besitzen, als NK-






Abbildung 25: NK-Zellen aus HIV/HCV-koinfizierten Patienten induzieren  weniger effektiv 
Apoptose in aktivierten HSC als NK-Zellen aus HCV-monoinfizierten Probanden. 
Nach Koinkubation von unstimulierten peripheren NK-Zellen (200.000) aus verschiedenen 
Patientengruppen mit HSC wurde der Anteil der apoptotischen HSC mittels intrazellulärer aktiver 
Caspase-3 Färbung ermittelt (E:T-Verhältnis 10:1; gesund: n= 12; HCV therapienaiv: n= 24; 
HIV/HCV n= 14). 
Für die statistische Analyse wurde der ungepaarte t-Test verwendet. Dabei wurde ein p-Wert von 
≤ 0,05 als statistisch signifikant betrachtet. ** p ≤ 0,01. Die Säulen zeigen den Mittelwert sowie 







5.1. Charakterisierung der primären aktivierten hepatischen Sternzellen 
Die in dieser Arbeit verwendeten primären hepatischen Sternzellen (HSC) wurden 
käuflich von der Firma ScienCell erworben und waren bereits in einer ganzen Reihe 
vorheriger Veröffentlichungen verwendet worden93,105,132–134. Dennoch wurden die HSC 
zu Beginn charakterisiert, um die Reinheit und den aktivierten Zustand der Zellen zu 
bestätigen. Als Hauptmarker für aktivierte HSC gilt α-SMA (engl. α-smooth muscle 
actin)138,139, dessen Expression in 99 % aller HSC nachgewiesen werden konnte. Zudem 
zeigten fast alle HSC eine starke Expression von α1-Kollagen Typ I, ULBP-1 und 2, welche 
ebenfalls als Marker für aktivierte HSC beschrieben wurden101,140. Daher kann davon 
ausgegangen werden, dass die HSC einen aktivierten Phänotyp besitzen und keine 
Kontaminationen mit anderen Zelltypen vorliegen. 
5.2. Vergleich von LX-2 Zellen mit primären aktivierten hepatischen 
Sternzellen 
Im Mausmodell konnte bereits vor einigen Jahren gezeigt werden, dass NK-Zellen 
durch Apoptose-Induktion in aktivierten HSC anti-fibrotisch wirken können98–104. Dagegen 
ist die Bedeutung von humanen NK-Zellen bei der Leberfibroseprogression größtenteils 
unklar, da bisherige Studien lediglich die Interaktion von NK-Zellen mit der humanen 
Sternzelllinie LX-2 analysierten100,104, die durch spontane Immortalisierung unter geringen 
Serumkonzentrationen generiert wurden. Zwar besitzen LX-2 Zellen eine sehr ähnliche 
Genexpression wie primäre aktivierte HSC (98,7 %)135, allerdings konnte in dieser Arbeit 
gezeigt werden, dass NK-Zellen sehr viel stärker auf den Kontakt mit LX-2 als auf primäre 
HSC reagieren. Zudem ergab der phänotypische Vergleich einiger wichtiger NK-Zell-
Liganden, dass LX-2 Zellen im Gegensatz zu den primären HSC kein ULBP-1 und 2, sowie 
MICA/B exprimieren. Dies ist zwar keine Erklärung für die erhöhte NK-Zell-Zytotoxizität, 
da es sich hierbei um Liganden für den aktivierenden NK-Zell-Rezeptor NKG2D handelt141, 
deutet jedoch entscheidende Unterschiede dieser beiden Zellarten an. Aus diesem Grund 
wurden im weiteren Verlauf dieser Arbeit nur noch primäre aktivierte HSC verwendet, um 




5.3. Einfluss einer HCV-Infektion auf die Interaktion von NK-Zellen mit 
primären aktivierten hepatischen Sternzellen 
Im Rahmen dieses Projektes sollte die Frage geklärt werden, ob humane NK-Zellen 
ebenfalls in der Lage sind, Apoptose in aktivierten HSC zu induzieren und somit anti-
fibrotisch zu wirken. Zusätzlich sollte der Einfluss einer HCV-Infektion auf die anti-
fibrotische Aktivität ermittelt werden. 
Dabei zeigte sich, dass NK-Zellen nach Kontakt mit HSC eine signifikant erhöhte 
CD107a Expression aufwiesen, unabhängig davon, ob die NK-Zellen aus gesunden oder 
HCV-infizierten Probanden stammen. Der Kontakt mit HSC führt somit zu einer 
Aktivierung der NK-Zellen, wobei eine HCV-Infektion wenig Einfluss auf die Stärke der 
Aktivierung hat. Allerdings induzierten NK-Zellen aus behandlungsnaiven HCV-Patienten 
wesentlich effektiver Apoptose in HSC als NK-Zellen aus gesunden Spendern oder aus 
ehemaligen HCV-Patienten, die eine erfolgreiche HCV-Therapie hinter sich hatten. Dies 
deutet auf einen HCV-spezifischen Effekt hin, der durch die Abwesenheit des Virus 
aufgehoben wird. 
Da der direkte Kontakt mit HCV-Virionen keine Auswirkungen auf die NK-Zell-Aktivität 
hat142, scheinen die NK-Zellen durch einen indirekten Mechanismus beeinflusst zu 
werden. In diesem Zusammenhang konnte Ahlenstiel et al. kürzlich zeigen, dass eine HCV-
Infektion zu einem polarisierten, zytotoxischen NK-Zell-Phänotyp aufgrund der 
chronischen Exposition mit IFN-α führt91. Das IFN-α stammt hierbei wahrscheinlich aus 
HCV-infizierten Hepatozyten und dendritischen Zellen und bewirkt eine erhöhte TRAIL-
Expression auf NK-Zellen85. Interessanterweise konnte die Bedeutung von IFN-α bei der 
anti-fibrotischen NK-Zell-Aktivität auch in dieser Arbeit nachgewiesen werden, da NK-
Zellen aus HCV-Patienten, die aktuell eine Therapie mit pegyliertem IFN-α erhielten, am 
effektivsten Apoptose in HSC induzierten. Darüber hinaus führte die Stimulation von 
gesunden NK-Zellen mit rekombinantem IFN-α zu einer gesteigerten anti-fibrotischen 
Aktivität. Dies könnte eine Erklärung sein, warum die Behandlung mit IFN-α im Rahmen 
einer HCV-Therapie zu einer deutlichen Verbesserung der Leberfibrose führt143–145, selbst 
wenn die Patienten weiterhin virämisch bleiben146,147.  
Zusätzlich konnte der Einfluss des Todesliganden TRAIL bei der anti-HSC-Aktivität 




Induktion notwendigen TRAIL-Rezeptor II, der durch Zugabe von rekombinantem TRAIL 
aktiviert wurde und den Apoptoseprozess in HSC auslöste. Zudem führte die Stimulation 
mit rekombinantem IFN-α auf gesunden NK-Zellen zu einer Hochregulation der TRAIL-
Expression. Im Einklang mit dieser Beobachtung konnte durch Zugabe eines 
blockierenden TRAIL-Antikörpers die Apoptose-Induktion in HSC durch IFN-α-stimulierte 
NK-Zellen signifikant gehemmt werden. Allerdings war dieser Effekt bei den in vitro 
stimulierten NK-Zellen wesentlich deutlicher, als bei den NK-Zellen aus HCV-Patienten, so 
dass hier weitere Faktoren eine Rolle spielen müssen. Dennoch scheint IFN-α eine starke 
anti-fibrotische Wirkung zu besitzen, die durch eine erhöhte TRAIL-Expression auf NK-
Zellen vermittelt wird. 
Der Einfluss einer HCV-Infektion auf die TRAIL-Expression wird dagegen kontrovers 
diskutiert. So wurde zum einen eine gesteigerte TRAIL-Expression sowie eine erhöhte 
Frequenz an TRAIL positiven peripheren NK-Zellen bei HCV-Patienten im Vergleich zu 
gesunden Probanden gefunden, wobei die korrespondierenden intrahepatischen NK-
Zellen TRAIL noch stärker exprimierten91. Anderseits fand eine aktuelle Studie eine 
reduzierte intrahepatische Frequenz an TRAIL positiven NK-Zellen bei einer HCV-
Infektion95, so dass weiterhin unklar ist, wie TRAIL durch eine HCV-Infektion beeinflusst 
wird. Allerdings stimmen alle Studien darin überein, dass die Behandlung mit IFN-α die 
zytotoxische Aktivität von NK-Zellen infolge der erhöhten TRAIL-Expression 
verstärkt85,91,95, wodurch die hier gemachte Beobachtung, dass NK-Zellen aus IFN-α 
behandelten Patienten die stärkste anti-fibrotische Aktivität aufwiesen, untermauert 
wird.  
Eine Beteiligung von Ribavirin, welches neben IFN-α zur Standardtherapie einer HCV-
Infektion zählt, bei der Induktion der anti-fibrotischen NK-Zell-Aktivität ist eher 
unwahrscheinlich, da Ribavirin keinen Einfluss auf die TRAIL-Expression hat85. Dennoch 
könnte Ribavirin die anti-fibrotische Aktivität über einen anderen Mechanismus 
beeinflussen, der hier aber nicht weiter untersucht wurde. 
Aufgrund der Blockierungsexperimente mit einem TRAIL-Antikörper, die eine 
signifikante, aber nicht vollständige Hemmung der NK-Zell induzierten HSC-Apoptose 
ergaben, wurde die Bedeutung von weiteren Faktoren analysiert. Da eine starke 




Zellen aus HCV-Patienten während der Koinkubation mit HSC blockiert. Dabei zeigte sich, 
dass FasL ebenfalls bei der Apoptose-Induktion in HSC involviert ist, auch wenn die 
Zugabe von rekombinantem FasL nur bei hohen Dosen Apoptose in HSC induzierte. Dies 
könnte damit zusammenhängen, dass FasL auf einer Oberfläche gebunden sein muss, um 
eine effektive Trimerisierung des Fas-Rezeptors zu ermöglichen, wodurch dann der 
Apoptoseprozess in den Zellen ausgelöst wird.  
Neben TRAIL spielte im Mausmodell auch der aktivierende NK-Zell-Rezeptor NKG2D 
sowie die Granzym vermittelte Apoptose-Induktion in aktivierten HSC eine Rolle99,100. 
Darüber hinaus war IFN-γ in der Lage, durch einen STAT-1 (engl. signal transducer and 
activator of transcription 1) abhängigen Mechanismus, Apoptose in HSC auszulösen98. 
Allerdings konnten nach der Koinkubation mit HSC nur sehr wenige IFN-γ positive NK-
Zellen detektiert werden, so dass dieser Signalweg eine eher untergeordnete Rolle 
spielen dürfte. Im Gegensatz dazu wurde eine erhöhte  NK-Zell-Degranulation (CD107a) 
nach Koinkubation mit HSC gemessen, was für eine Apoptose-Induktion in den HSC durch 
den Granzym-vermittelten Signalweg spricht137. Dass hierfür die Aktivierung der NK-Zellen 
über den aktivierenden Rezeptor NKG2D induziert wird, konnte durch die Blockade von 
NKG2D gezeigt werden, welche zu einer fast kompletten Reduktion der NK-Zell-
Degranulation führte. Außerdem ergab die Blockade von NKG2D auf NK-Zellen aus HCV-
infizierten Patienten und IFN-α stimulierten NK-Zellen eine verringerte Apoptose-
Induktion in HSC. Zusätzlich konnten durch den Nachweis von ULBP-1 und 2 sowie 
MICA/B bestätigt werden, dass die Liganden von NKG2D auf aktivierten HSC exprimiert 
werden. 
Auf Grundlage dieser Beobachtung könnte eine HCV-induzierte Hochregulation von 
NKG2D auf NK-Zellen eine mögliche Erklärung für die stärkere anti-fibrotische Aktivität 
von NK-Zellen aus HCV-Patienten sein. Allerdings ist die Rolle von NKG2D im Rahmen 
einer HCV-Infektion bisher nur sehr uneinheitlich beschrieben und beschränkt sich meist 
auf die Analyse von peripheren NK-Zellen. So wurde eine niedrigere NKG2D-Expression 
auf peripheren NK-Zellen aus HCV-Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden 
gefunden, wobei die korrespondierenden intrahepatischen NK-Zellen mehr NKG2D 
exprimierten148,149. Dagegen zeigten andere Studien eine höhere Frequenz an peripheren 




Infektion, die intrahepatisch sogar noch einmal erhöht war90,95,150. Keine Veränderung der 
NKG2D-Expression auf NK-Zellen wurde ebenfalls bei HCV-Patienten beschrieben und 
konnte auch in dieser Arbeit beobachtet werden151,152. Dieser Befund könnte eine 
Erklärung liefern, warum die Unterschiede bei der NKG2D-vermittelten NK-Zell-
Degranulation zwischen gesunden und HCV-Probanden nur sehr gering ausfallen. 
Dennoch scheint NKG2D eine wichtige Rolle bei der NK-Zell-induzierten HSC Apoptose zu 
spielen. 
Interessanterweise ergab die kombinierte Blockierung von TRAIL, FasL und NKG2D 
zwar die stärkste, aber keine komplette Hemmung der anti-fibrotischen Aktivität von NK-
Zellen, so dass hier weitere Faktoren eine Rolle spielen müssen. In diesem 
Zusammenhang fanden zwei aktuelle Studien eine Beteiligung des NKp46-Rezeptors bei 
der anti-HSC Aktivität von NK-Zellen93,107. Bei NKp46 handelt es sich um einen 
aktivierenden NK-Zell-Rezeptor, der zur Gruppe der NCRs (engl. natural cytotoxicity 
receptors) gehört und fast ausschließlich auf NK-Zellen exprimiert wird. Darüber hinaus 
wurde die Bedeutung von NKp46 weiter untermauert, in dem der NKp46-Ligand auf 
aktivierten HSC nachgewiesen werden konnte107. 
Zum Abschluss wurde die in vivo Relevanz der HCV-induzierten anti-fibrotischen 
Aktivität von NK-Zellen untersucht. Allerdings konnten aufgrund der begrenzten 
Verfügbarkeit von Lebergewebe nur intrahepatische NK-Zellen von drei HCV-Patienten 
untersucht werden. Dabei stellte sich heraus, dass auch intrahepatische NK-Zellen eine 
starke anti-HSC Aktivität aufweisen. Zusätzlich wurde eine Kolokalisierung von α-SMA und 
aktiver Caspase-3 in Gewebeschnitten aus HCV-infizierten Lebern gefunden, was darauf 
hindeutet, dass apoptotische HSC tatsächlich in der Leber von HCV-Patienten 
vorkommen. In diesem Zusammenhang stellte Gonzalez et al. eine inverse Korrelation des 
Fibrosegrades mit der Anzahl der intrahepatischen apoptotischen HSC153 fest. Die 
Progression einer Leberfibrose scheint also mit einer verminderten Apoptose-Induktion in 
HSC einherzugehen, die durch eine reduzierte NK-Zell-Aktivität verursacht werden 
könnte. Interessanterweise wurde in dieser Arbeit eine geringere anti-HSC-Aktivität von 
NK-Zellen gemessen, wenn die NK-Zellen aus Patienten mit einer F3/F4-Fibrose stammen. 
NK-Zellen aus Patienten mit keiner oder geringer Fibrose waren dagegen wesentlich 




werden könnte. Zu einem ähnlichen Ergebnis kam eine andere Studie, die ebenfalls eine 
inverse Korrelation der zytolytischen NK-Zell-Aktivität gegen K562-Zellen und dem 
Fibrosegrad fand154.  
Im Gegensatz dazu scheint IFN-α diesen Effekt aufzuheben, da der Fibrosegrad bei 
IFN-α therapierten Patienten nicht mehr mit der NK-Zell Aktivität korreliert. Dies 
unterstreicht erneut die starke anti-fibrotische Wirkung von IFN-α. 
Die Ursachen für den Verlust der anti-fibrotischen NK-Zell-Aktivität während der 
Fibroseprogression sind dagegen unklar und wahrscheinlich durch mehrere Faktoren 
induziert. Eine Studie von Muhanna et al. schlägt eine Hochregulation der inhibitorischen 
Rezeptoren auf NK-Zellen als möglichen Mechanismus einer verringerten NK-Zell-Aktivität 
vor, da hier ein Trend zu einer höheren NKG2A-Expression auf NK-Zellen bei Patienten mit 
einer fortgeschrittenen Fibrose festgestellt wurde104. Eine gesteigerte Frequenz an NKG2A 
positiven NK-Zellen infolge einer HCV-Infektion konnte auch in einer früheren Arbeit 
demonstriert werden151. Darüber hinaus könnte eine Akkumulation von funktionell 
gestörten NK-Zellen in der Leber auftreten, wie es Eisenhardt et al. nachweisen konnte. 
Hier war eine erhöhte Anzahl an CXCR3(+) CD56bright NK-Zellen in der Leber, die eine 
verminderte anti-HSC-Aktivität infolge einer HCV-Infektion aufwiesen, mit einer 
fortgeschrittenen Fibrose assoziiert105. Eine weitere mögliche Erklärung für die reduzierte 
NK-Zell-Aktivität liefert Jeong et al., der in seiner Studie belegen konnte, dass im Vergleich 
zu früh aktivierten HSC, intermediär aktivierte HSC große Mengen an TGF-β produzieren, 
welches als starker Inhibitor von NK-Zell-Funktionen bekannt ist102,155,156. 
Dementsprechend wurde eine verringerte Apoptose-Induktion in intermediär aktivierten 
HSC durch NK-Zellen gemessen, die durch einen blockierenden Antikörper gegen TGF-β 
aufgehoben werden konnte103. Daneben führt TGF-β nicht nur zu einer Hemmung der 
anti-fibrotischen NK-Zell-Aktivität, sondern auch zu einer Aktivierung von ruhenden 
HSC157, so dass TGF-β eine starke pro-fibrotische Wirkung besitzt. 
Neben dem Verlust der anti-fibrotischen Aktivität von NK-Zellen spielen 
wahrscheinlich auch Veränderungen in den HSC, die zu einer Resistenz gegenüber 
Apoptose-induzierenden Signalen führen, eine wichtige Rolle bei dem Fortschreiten der 
Leberfibrose. So waren im Mausmodell nur früh aktivierte HSC empfänglich für die 




Zellen ausgelöst werden konnte. Dies könnte mit dem Abbau des Vitamin A in 
Zusammenhang stehen, da hierdurch die Expression der NKG2D-Liganden REA-1 (engl. 
retinoic acid inducible gene 1) induziert wird. Durch den Verlust des Vitamin A wird auf 
voll aktivierten HSC kein REA-1 exprimiert, so dass die NK-Zellen nicht mehr aktiviert 
werden101. Zusätzlich führt die Phagozytose von apoptotischen Zellvesikeln durch HSC zu 
einer Resistenz gegenüber der FasL und TRAIL induzierten Apoptose in aktivierten HSC158. 
All diese Befunde deuten auf ein komplexes Zusammenspiel von verschiedensten 
Faktoren hin, die bei der Entstehung einer Leberfibrose eine Rolle spielen. Außerdem 
liefern diese Studien eine mögliche Erklärung dafür, warum die meisten HCV-Patienten 
eine Leberfibrose entwickeln, obwohl die NK-Zellen, zumindest zu Beginn der Erkrankung, 
eine starke anti-fibrotische Aktivität besitzen. 
Zusammenfassend konnte in diesem Abschnitt der Arbeit gezeigt werden, dass NK-
Zellen aus HCV-infizierten Patienten effektiv Apoptose über einen NKG2D, TRAIL und FasL 
abhängigen Signalweg in aktivierten HSC induzieren. Dabei war die anti-fibrotische 
Aktivität bei Patienten mit einer fortgeschrittenen Fibrose deutlich weniger effizient als 
bei Patienten, die keine Anzeichen einer Leberfibrose aufwiesen. Zusätzlich bewirkt die 
Behandlung mit IFN-α eine starke Zunahme der anti-HSC Aktivität von NK-Zellen, die 
durch eine Hochregulation des TRAIL-Liganden auf NK-Zellen ausgelöst wird. Diese 
Beobachtung liefert eine mögliche Erklärung, über welche Mechanismen IFN-α die oft 













5.4. Die Bedeutung von CD4+ T-Zellen auf die anti-fibrotische Aktivität 
von NK-Zellen im Rahmen der HIV/HCV-Koinfektion 
In einer Reihe von Studien konnte bisher gezeigt werden, dass eine Koinfektion mit 
HIV zu einer beschleunigten Progression der HCV-induzierten Leberfibrose führt36–38. 
Dabei scheint der HIV-assoziierte Verlust der CD4+ T-Zellen mit einem schnelleren Verlauf 
sowie einer fortgeschrittenen Leberfibrose einherzugehen38,44–52. Allerdings ist bisher 
unklar, durch welche Mechanismen CD4+ T-Zellen die Entwicklung einer Leberfibrose 
beeinflussen können. Daher beschäftigt sich der letzte Abschnitt dieser Dissertation mit 
dem Einfluss der CD4+ T-Zellen auf die Fibroseprogression im Rahmen einer HIV/HCV-
Koinfektion. 
Wie bereits im Abschnitt 5.3 dargelegt, besitzen NK-Zellen durch Apoptose-Induktion 
in aktivierten HSC eine anti-fibrotische Aktivität. Aus diesem Grund wurde zunächst 
untersucht, ob CD4+ T-Zellen ebenfalls in der Lage sind, Apoptose in aktivierten HSC zu 
induzieren und somit direkt anti-fibrotisch zu wirken. Allerdings löste der Überstand von 
CD3/CD28 aktivierten CD4+ T-Zellen keine Apoptose in den HSC aus. Dagegen ergab die 
Koinkubation von CD3/CD28 aktivierten CD4+ T-Zellen mit HSC zumindest bei hohen 
Zellzahlen eine leichte Zunahme der apoptotischen HSC. Dieser Effekt ist wahrscheinlich 
nicht auf die anti-HSC Aktivität von CD4+ T-Zellen zurückzuführen, sondern beruht auf der 
Kontamination mit NK-Zellen. Da in diesem Versuch sehr hohe Zellzahlen eingesetzt 
wurden, haben selbst geringe Verunreinigungen mit NK-Zellen (Kontrollmessungen 
ergaben einen NK-Zell-Anteil von max. 0,5 %) nach der CD4+ T-Zell-Isolation eine 
signifikante Auswirkung auf die Apoptose-Induktion in HSC. Darüber hinaus produzieren 
die CD3/CD38 stimulierten CD4+ T-Zellen sehr große Mengen an IL-2, wie im weiteren 
Verlauf der Arbeit gezeigt wurde, wodurch die vorhandenen NK-Zellen stark aktiviert 
werden. Daher scheinen CD4+ T-Zellen keine oder zumindest nur eine sehr geringe direkte 
anti-fibrotische Aktivität zu besitzen, so dass der Einfluss auf die Fibroseprogression über 
einen indirekten Mechanismus vermittelt werden muss. 
In diesem Zusammenhang zeigte Fehniger et al. bereits vor einigen Jahren, dass CD4+ 
T-Zellen über einen IL-2 vermittelten Mechanismus in der Lage sind, die NK-Zell-Aktivität 
zu stimulieren159. Diese Beobachtung konnte in den darauffolgenden Jahren in mehreren 




kürzlich erneut eine IL-2 abhängige Aktivierung der NK-Zell-Funktionen durch Antigen-
spezifische CD4+ T-Zellen  in einem SIV (simianes Immundefizienz-Virus)-
Infektionsmodell167. Die NK/CD4+ T-Zell-Interaktion scheint also ebenfalls im Rahmen 
einer HIV-Infektion aufzutreten.  
Aufgrund dieser Beobachtungen ist es von besonderem Interesse, dass NK-Zellen eine 
anti-fibrotische Aktivität besitzen, wie es bereits in dieser Dissertation (Abschnitt 5.3) 
sowie in einer ganzen Reihe weiterer Studien demonstriert werden konnte93,98–105,107. 
Daher wäre die CD4+ T-Zell-vermittelte Regulation der anti-fibrotischen NK-Zell-Aktivität 
ein möglicher Mechanismus, wie CD4+ T-Zellen die Fibroseprogression modulieren 
könnten. 
Tatsächlich konnte eine verstärkte anti-HSC-Aktivität von NK-Zellen beobachtet 
werden, nachdem diese mit dem Überstand von CD3/CD28 stimulierten CD4+ T-Zellen 
inkubiert wurden. Dabei korreliert die NK-Zell-Aktivität mit der Anzahl der eingesetzten 
CD4+ T-Zellen, so dass von einem spezifischen Effekt ausgegangen werden kann. Die NK-
Zell-Stimulation erfolgte hierbei durch einen kontaktunabhängigen, IL-2 vermittelten 
Mechanismus, wie anhand von verschiedenen Ergebnissen bestätigt werden konnte. So 
führte die Stimulation von NK-Zellen mit rekombinantem IL-2, genau wie der CD4 
Überstand, zu einem dosisabhängigen Anstieg der NK-Zell induzierten HSC-Apoptose. 
Zudem konnte durch die Zugabe eines blockierenden IL-2 Antikörpers in den CD4+ T-Zell-
Überstand die NK-Zell-Aktivierung signifikant gehemmt werden. Darüber hinaus 
korrelierte die Frequenz der IL-2(+) CD4+ T-Zellen positiv mit der anti-fibrotischen NK-Zell-
Aktivität. Zuletzt konnte durch Bestrahlung der CD4+ T-Zellen, die infolge der DNA-
Fragmentierung keine Zytokine mehr synthetisieren können, eine deutlich reduzierte NK-
Zell-Stimulation durch CD4+ T-Zellen gemessen werden. All diese Befunde sprechen für 
eine entscheidende Rolle von IL-2 bei der CD4+ T-Zell vermittelten Regulation der anti-
fibrotischen NK-Zell-Aktivität. Allerdings führte die Neutralisation von IL-2 im CD4+ T-Zell-
Überstand nicht zu einer kompletten Aufhebung der anti-HSC-NK-Zell-Aktivität, was auf 
eine unzureichende Blockierungseffizienz des Antikörpers oder die Beteiligung von 
weiteren Zytokinen hindeutet. Da aktivierte CD4+ T-Zellen neben IL-2 eine ganze Reihe 
von verschiedenen Zytokinen sekretieren115,168, kann ein Mitwirken von anderen Faktoren 




Wie bereits in Abschnitt 5.3 dargelegt, sind der aktivierende NK-Zell-Rezeptor NKG2D 
sowie die Todesliganden TRAIL und FasL bei der Apoptose-Induktion in HSC involviert. 
Daher wurde die Bedeutung dieser Faktoren bei der CD4+ T-Zell vermittelten NK-Zell-
Aktivierung untersucht. Im Einklang mit früheren Studien169,170 konnte eine 
Hochregulation von NKG2D auf NK-Zellen gemessen werden, wenn diese mit 
rekombinantem IL-2 oder CD4+ T-Zell-Überstand behandelt wurden. Zusätzlich wurde die 
Bedeutung von NKG2D mit Hilfe von Blockierungsexperimenten untermauert, die zu einer 
deutlichen Reduktion der CD4+ T-Zell induzierten anti-fibrotischen NK-Zell-Aktivität 
führten. Einen Hinweis für die in vivo Relevanz der CD4+ T-Zell vermittelten NKG2D 
Expression auf NK-Zellen lieferte die Frequenz der NKG2D(+) NK-Zellen und die Anzahl der 
CD4+ T-Zellen in HIV- und HIV/HCV-infizierten Patienten, welche positiv miteinander 
korrelierten. 
Die Rolle von TRAIL ist dagegen weniger eindeutig. Zwar führte die Inkubation mit 
rekombinantem IL-2 oder CD4+ T-Zell-Überstand zu einer erhöhten TRAIL-Expression auf 
NK-Zellen, die jedoch im Vergleich zur Stimulation mit IFN-α relativ gering ausfällt. 
Außerdem ergab die Blockierung von TRAIL im Vergleich zum Isotypen keine signifikante 
Reduktion der anti-HSC-Aktivität von NK-Zellen, so dass TRAIL wahrscheinlich eher eine 
untergeordnete Rolle bei der NK-Zell-Stimulation durch CD4+ T-Zellen spielt. Keinen 
Einfluss dürfte dagegen FasL haben, da weder die Expression durch den Überstand erhöht 
wurde, noch die Blockierungen mit einem Antikörper eine Verminderung der anti-
fibrotischen NK-Zell-Aktivität erbrachte. 
Zuletzt wurde der Fragestellung nachgegangen, in wieweit eine HIV/HCV-Koinfektion 
die CD4+ T-Zell vermittelte NK-Zellen-Aktivierung beeinträchtigt. In diesem 
Zusammenhang konnte bereits gezeigt werden, dass eine HIV-Monoinfektion mit einer 
verminderten IL-2 Sekretion bei CD4+ T-Zellen nach Stimulation mit PHA 
(Phytohemagglutinin) oder LPS (Lipopolysaccharid) einhergeht171,172. Allerdings scheint 
auch eine HIV/HCV-Koinfektion mit einer reduzierten IL-2 Sekretion verbunden zu sein, da 
nach CD3/CD28 Stimulation die Frequenz der IL-2(+) CD4+ T-Zellen signifikant geringer 
war als bei CD4+ T-Zellen aus HCV-monoinfizierten Patienten und gesunden Probanden. 
Dementsprechend waren CD4+ T-Zellen aus HIV/HCV-koinfizierten Patienten weniger 




Zellen aus HCV-monoinfizierten Patienten und gesunden Spendern. Interessanterweise 
besaßen NK-Zellen aus HIV/HCV-koinfizierten Patienten die geringste anti-fibrotische 
Aktivität der drei untersuchten Gruppen, wenn diese mit dem Überstand von gesunden 
CD4+ T-Zellen inkubiert wurden. Im Einklang damit ergab die ex vivo Analyse von 
unstimulierten NK-Zellen aus HIV/HCV-koinfizierten Patienten, dass diese deutlich 
weniger effizient Apoptose in HSC auslösten, als NK-Zellen aus HCV-monoinfizierten 
Probanden. Daher scheinen neben den CD4+ T-Zellen auch zusätzlich die NK-Zellen infolge 
einer HIV/HCV-Koinfektion funktionell gestört zu sein, wie es zumindest für eine HIV-
Monoinfektion mehrfach beschrieben wurde173–175. Die beschleunigte Fibroseprogression 
infolge einer HIV/HCV-Koinfektion dürfte also nicht nur auf den Verlust und die gestörte 
IL-2 Sekretion von CD4+ T-Zellen zurückzuführen sein, sondern auch durch eine  
verminderte NK-Zell-Aktivität verursacht werden. 
Zusammenfassend konnte in dem letzten Teil dieser Dissertation dargelegt werden, 
dass CD4+ T-Zellen in der Lage sind, die anti-fibrotische Aktivität von NK-Zellen über eine 
IL-2 abhängige Hochregulation von NKG2D zu stimulieren. Darüber hinaus wurde eine 
gestörte IL-2 Sekretion bei CD4+ T-Zellen infolge einer HIV/HCV-Koinfektion beobachtet, 
die mit einer verminderten Stimulation der anti-fibrotischen NK-Zell-Aktivität einherging. 
Daher könnte der HIV-assoziierte Verlust von CD4+ T-Zellen sowie die reduzierte IL-2 
Sekretion zu einer beschleunigten Fibroseprogression bei einer HIV/HCV-Koinfektion 
beitragen. Außerdem konnte damit erstmalig eine mögliche Erklärung geliefert werden, 
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dependent cell-mediated cytotoxicity) 
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